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S A # E T A K 
 
Uvod: Antifosfolipidni sindrom (AFS) je autoimunska bolest koju karakteri#e pojava 
arterijskih i venskih tromboza, gubitak ploda i prisustvo antifosfolipidnih antitela u 
serumu. AFS, kao i mnoge druge autoimunske bolesti, ima multifaktorsku etiologiju 
koja uklju!uje naslednu komponentu i delovanje faktora spolja#nje sredine. Jedan od 
pokazatelja nasledne predispozicije kod multifaktorskih bolesti je udru"enost odre$enih 
genskih polimorfizama sa pojavom oboljenja. Genski tj. DNK polimorfizmi 
predstavljaju varijacije u naslednoj osnovi koje se sre%u u op#toj humanoj populaciji. 
Naj!e#%i je polimorfizam pojedina!nih nuleotida (SNP) koji obuhvata oko 90% svih 
DNK polimorfizama. Otkri%e Th17 i T regulatornih %elija (Treg), dve nove 
subpopulacije CD4+ %elija, ukazalo je na mogu%nost u!e#%a ovih %elijskih linija u 
patogenezu mnogih autoimunskih bolesti, uklju!uju%i i AFS. To je uslovilo i interes za 
polimorfizme u genima povezanim sa funkcionisanjem ovih %elija. 
Cilj: Cilj ovog istra"ivanja je bio da ispita povezanost AFS sa nivoima citokina IL-17, 
IL-23, IL-6, TGF& i transkripcionih faktora ROR't i Foxp3 kao i mogu%nost 
povezanosti nastanak AFS sa genotipovima na sedam polimorfnih mesta u genima za te 
citokine i transkripcione faktore. Svi ovi citokini i transkripcioni faktori su uklju!eni u 
neku of faza diferencijacije Th17 ili Treg %elija. Prema dostupnim podacima iz 
literature, istra"ivanja povezanosti ovih citokina i njihovi genskih polimorfizama sa 
antifosfolipidnim sindromom su retka, a takvi podaci ne postoje za srpsku populaciju. 
Materijal i metode: Ispitivali smo koncentracije citokina IL-17, IL-23, TGF-& i IL-6 i 
odabrane genske polimorfizme kao osetljive markere antifosfolipidnog sindroma. 
Ispitivali smo grupu od pedeset bolesnika s primarnim AFS (PAFS), pedeset bolesnika 
sa sekundarnim AFS (SAFS) i kontrolnu grupu od pedeset zdravih ispitanika. Serumske 
koncentracije IL-17, IL-23 i TGF-& su merene komercijalnim ELISA kitovima, a IL-6 
je meren elektro-hemi-luminescencijom. SNP: rs2275913, rs763780, rs11209026, 
rs1800471, rs1800795, rs9826 i rs3761548 koji se nalaze u genima IL-17A, IL-17F, IL-
23, TGF&, IL-6, ROR't i FOXP3 (redom) su genotipizirani kori#%enjem komercijalnih 
TaqMan eseja ili metodom alel specifi!nog PCR-a. 
Rezultati: Koncentracije IL-17 su bile zna!ajno ve%e kod obolelih sa PAFS (8.4 ± 
1.1pg/ml) i obolelih sa SAFS (7.6 ± 0.9pg/ml) u odnosu na ispitanike kontrolne grupe 
(4.3 ± 0.5pg/ml). Koncentracije IL-23 su bile zna!ajno ve%a kod obolelih sa PAFS (14.3 
± 2.3pg/ml) u odnosu na obolele sa SAFS (8.5 ± 1.4pg/ml) i odnosu na kontrolnu grupu 
(7.8 ± 2.2pg/ml). Razlika koja postoji u koncentracijama TGFß izme$u obolelih od 
PAFS i SAFS i ispitanika kontrolne grupe nije statisti!ki zna!ajna. Vr#ena je 
me$usobna korelacija koncentracija IL-17, IL-23 i TGFß u sve tri grupe ispitanika. Kod 
pacijenata sa PAFS postoji visoko zna!ajna pozitivna korelacija izme$u koncentracija 
IL-17 i IL-23 (p<0.01), a kod pacijenata sa SAFS postji visoko zna!ajna pozitivna 
korelacija izme$u koncentracija IL-17 i IL-23 (p<0.01) i zna!ajna pozitivna korelacija 
izme$u IL-17 i TGFß (p<0.05). Nije utvr$ena korelacija izme$u nivoa IL-23 i TGFß. 
Zna!ajna korelacija je ustanovljena izme$u povi#ene koncentracije IL-17 i 
trombocitopenije (p=0,011). Pacijenti sa PAFS i povi#enom koncentracijom IL-17 !e#%e 
imaju trombocitopeniju. 
Nisu utvr$ene zna!ajne korelacije koncentracija IL-17, IL-23, TGF& i IL-6 i pojedinih 
genotipova polimorfizma za te citokine u grupi obolelih sa PAFS i SAFS. 
Sve asocijacije ispitivanih polimorfizama su vezane za vaskularne manifestacije 
antifosfolipidnog sindroma, bilo da su to arterijske ili venske tromboze ili 
trombocitopenija kao jedini klini!ki simptom !ija je pojava povezana sa pove%anom 
produkcijom IL-17 u primarnom AFS. Vi#e asocijacija je vezano za vaskularne 
promene kod primarnog AFS nego kod sekundarnog AFS. 
Zaklju$ak: U ovoj studiji je pokazano po prvi put da je IL-23/IL-17 osa aktivirana kod 
AFS bolesnika. Istra"ivanja ve%eg broja SNP u ispitivanim genima bi dala bolji uvid i 
vi#e podataka o njihovoj mogu%oj povezanosti sa rizikom od obolevanja i o ulozi Th17 
%elija u vaskularnim i drugim klini!kim manifestacijama ovog autoimunskog 
poreme%aja. 
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A B S T R A C T 
 
Introduction: Antiphospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disease 
characterized by the occurrence of arterial and venous thrombosis, fetal loss and the 
presence of antiphospholipid antibodies in the serum. AFS, like other autoimmune 
diseases, has multifactor etiology which includes hereditary component and the 
influence of external factors. One of the indicators of hereditary predisposition for 
multifactorial diseases is the association of certain genetic polymorphisms with the 
emergence of diseases. Gene Polymorphisms are variations in inherited basis that 
normally appear in human population. The most common individual nucleotide 
polymorphism (SNP), which comprises about 90% of all DNA polymorphisms, is an 
exchange of individual bases. Discovery of Th17 and regulatory T cells (Treg), two new 
subsets of CD4+ cells, indicates the possibility of involvement of these cell lines in the 
pathogenesis of many autoimmune diseases, including AFS. Subsequently, 
polymorphisms in corresponding genes are of particular interest. 
Aim: The aim of this study was to investigate the association of APS with the cytokine 
IL-17, IL-23, IL-6, TGF& and the transcription factors ROR't and Foxp3 and 
development of AFS possible link with the seven polymorphic genotypes of the genes 
for these cytokines and transcription factors. All of these cytokines and transcription 
factors involved in some stage of differentiation of Th17 and Treg cells. According to 
available data in the literature, researches of these cytokines and their gene 
polymorphisms in antiphospholipid syndrome are rare, and no such data exist for the 
Serbian population. 
Material and methods: We investigate the serum concentrations of cytokines IL-17, 
IL-23, TGF-& and IL-6 and gene polymorphisms of those genes as susceptibility 
markers for Antiphospholipid syndrome. We studied a group of fifty patients with 
primary APS (PAPS), fifty with secondary APS (SAPS) and fifty healthy controls. 
Serum concentrations of IL-17, IL-23 and TGF-& were measured by commercial ELISA 
kits, and IL-6 was measured by electro-chemo-luminescence method. The SNPs: 
rs2275913, rs763780, rs11209026, rs1800471, rs1800795, rs9826 and rs3761548 
located in genes encoding IL-17A, IL-17F, IL-23, TGF&, IL-6, ROR't and Foxp3 
(respectively) were genotyped using commercial pre-synthesized TaqMan allelic 
discrimination assay or by allele-specific PCR. 
Results: The levels of IL-17 were significantly higher in patients with PAPS (8.4 ± 
1.1pg/ml), and patients with SAPS (7.6 ± 0.9pg/ml) compared to the control group (4.3 
± 0.5pg/ml). The levels of IL-23 were significantly higher in patients with PAPS (14.3 ± 
2.3pg/ml) compared with patients with SAPS (8.5 ± 1.4pg/ml) and compared to the 
control group (7.8 ± 2.2pg/ml) The difference that exists between the concentrations of 
TGFß in PAPS, SAPS and control groups was not statistically significant.  
We performed a mutual correlation between IL-17, IL-23 and TGFß in all three groups 
of patients. There was a significant positive correlation between concentrations of IL-17 
and IL-23 (p<0.01) in primary APS, and in secondary APS significant positive 
correlation was between IL-17 and IL-23 (p <0.01) and between IL-17 and TGF& 
(p<0.05). There was no correlation between the level of IL-23 and TGFß. 
A significant correlation was found between increased concentration of IL-17, and 
thrombocytopenia (p=0.011). Patients with PAPS and increased levels of IL -17, tend to 
have thrombocytopenia. 
We observed no statistically significant correlation between concentration of IL-17, IL-
23, TGF& and IL-6 and genotypes and alleles of these cytokines in PAPS and SAPS. 
Almost all associations examined polymorphisms are associated with vascular 
manifestations of antiphospholipid syndrome, whether it's arterial or venous thrombosis 
or thrombocytopenia as the only clinical symptom whose occurrence is associated with 
increased production of IL-17. More association is related to vascular changes in 
primary than in secondary APS. 
Conclusion: We demonstrated for the first time that IL-23/IL-17 axis is stimulated in 
APS patients. Research of additional SNPs in corresponding genes would give a better 
insight and more data about their possible association with risk of the disease and 
involvement Th17 cells in vascular and other clinical manifestations of autoimmune 
disorders. 
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1.1 Antifosfolipidni  sindrom  i  genski  polimorfizmi 
 
Antifosfolipidni sindrom - AFS, je autoimunsko oboljenje koje karakteri!e pojava 
arterijskih i venskih tromboza, ponovljeni gubici ploda kod "ena, kao i prisustvo 
antifosfolipidnih antitela - aFL, u krvi. Bolest je jo! poznata pod nazivom „sindrom 
lepljive krvi“ i „sindrom antifosfolipidnih antitela“, a prvi ju je opisao 1983. godine 
Graham Hughes (1). Kada se bolest ispolji samostalno defini!e se kao primarni AFS, a 
ukoliko se javi udru"ena sa jo! nekim autoimunskim oboljenjem, naj#e!$e sa sistemskim 
eritemskim lupusom - SEL, defini!e se kao sekundarni AFS, dok se kao najte"i oblik 
bolesti sa veoma visokom stopom mortaliteta izdvaja katastrofi#ni AFS (2-4). 
AFS je poreme$aj imunolo!kog sistema u kome je poreme$ena regulacija koagulacije u 
smislu hiperkoagulabilnosti koja se klini#ki manifestuje pojavom jedne ili vi!e epizoda 
tromboze arterija, vena ili malih krvnih sudova u nekom tkivu ili organu i pojavom 
komplikacije trudno$e u smislu jedne ili vi!e neobja!njenih smrti ili morfolo!kih 
nenormalnosti ploda u ili posle desete nedelje gestacije, kao i jednog ili vi!e prevremenih 
poro%aja pre 34. nedelje gestacije i 3 ili vi!e neobja!njenih abortusa pre 10. nedelja 
gestacije (5). 
U krvi pacijenata sa AFS se mogu na$i antitela na molekule fosfolipida koja su usmerena 
na anjonske fosfolipide $elijske membrane, kao !to je kardiolipin - aKL, ili za njih vezane 
proteine plazme me%u kojima je najzna#ajniji beta2 glikoprotein I - a&2GP-I, ili kompleks 
fosfolipid-plazmatski protein lupus antikoagulans - LA. Antifosfolipidna antitela 
smanjuju nivo aneksina V, proteina koji ve"e fosfolipide i koji ima sna"no 
antikoagulativno dejstvo, pa se na taj na#in pove$ava sklonost ka zgru!avanju krvi, a kod 
"ena i ka spontanim poba#ajima, karakteristi#nim za ovo stanje (6-8). 
Prva preliminarna klasifikacija kriterijuma za AFS je data u Sapporo-u 1998. godine (9). 
Slede$a revizija je dovela do konsenzusa koji datira iz 2006. godine sa XI 
internacionalnog kongresa o antifosfolidnim antitelima u Sidneju (10), da bi 2010. godine 
u Galvestonu, SAD, bila potvr%ena dijagnostika AFS koja se oslanja na laboratorijske 
testove (11). Trenutni dijagnosti#ki i klasifikacioni kriterijum preporu#uje 2 puta u toku 
12 nedelja kori!$enje tri standardizovana laboratorijska testa za detekciju 
antifosfolipidnih antitela i to aKL antitela IgG i IgM klase, anti &2GP-I antitela IgG i IgM 
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klase i/ili LA kod bolesnika koji imaju bar jednu od dve klini!ke manifestacije, trombozu 
i/ili gubitak ploda, mada se u nekim slu!ajevima uzima u obzir i trombocitopenija. 
I dalje postoje neusagla"enosti oko klini!ke i dijagnosti!ke vrednosti laboratorijskih 
testova u AFS. U dijagnostici su jo" kori"#eni testovi za detekciju antitela na fosfatidil-
holin, fosfatidil-serin, fosfatidil-etanolamin, protrombin, anexin, protein S, glicerol, 
inositol, ali nijedan od testova se nije pokazao kao „zlatni standard“ (12-15). 
U poslednje vreme kao bitni uzro!nici-okida!i AFS iz spolja"nje sredine identifikovani su 
infekcija i zapaljenje (16). Poznato je da u serumu obolelih od AFS mogu dugo da budu 
prisutna aFL antitela ali se tromboza javlja samo povremeno. Ovakvo stanje ide u prilog 
teoriji zvanoj „second hit“. Prisustvo antitela je prvi doga$aj koji pove#ava trombofilni 
prag, ali se tromboza de"ava samo u prisustvu drugog doga$aja kao "to su infekcija, 
hirur"ke procedure, upotreba preparata estrogena, produ%ena imobilizacija i drugo. 
Teorija „second hit“ sugeri"e da u AFS postoji dodatni faktor, okida!, za nastanak 
tromboze (17,18). 
Bakterije i virusi mogu izazvati autoimunske bolesti na nekoliko na!ina: molekularnom 
mimikrijom, kao superantigeni ili indukuju#i produkciju proinflamatornih citokina i 
hemokina (19-21). Sifilis je bila prva infektivna bolest kod koje su detektovana aFL (22). 
Imunizacija mi"eva peptidima bakterijskog i virusnog porekla koji imaju sli!nost sa 
&2GP-I, dovodi do proizvodnje aFL antitela, "to sugeri"e mogu#u ulogu molekulske 
mimikrije u AFS. Ti peptidi koji opona"aju &2GP-I inhibi"u trombogena svojstva aFL 
antitela i spre!avaju gubitak ploda kod mi"eva. To zna!i da infektivni agensi pored toga 
"to mogu da imaju ulogu u sekundarnom zapaljenskom doga$aju, naro!ito kod 
katastrofi!nog AFS, mogu da uti!u i na inicijalnu proizvodnju aFL antitela. Kao 
posledica infekcije, produ%eni inflamatorni odgovor mo%e dovesti do hroni!nog 
zapaljenja sa aktiviranjem ste!enog imunolo"kog odgovora (23). 
Smatra se da je AFS bolest posredovana B #elijama, ali i T #elije imaju va%nu ulogu u 
indukciji i regulaciji bolesti jer lu!e citokine koji moduli"u imunolo"ki odgovor. Poznato 
je da mre%a citokina i njihovih receptora igra zna!ajnu ulogu u regulaciji imunolo"kog 
odgovora, da pro-inflamatorni i anti-inflamatorni citokini u!estvuju u patogenezi 
autoimunskih bolesti, kao i da aktivnost autoimunskih bolesti zavisi od ravnote%e izme$u 
ove dve grupe citokina (24). 
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Tako!e se smatralo da su autoimunske bolesti posledica neravnote"e Th1/Th2 #elija. 
Otkri#e Th17 i T regulatornih #elija - Treg, dve nove subpopulacije CD4+ #elija, ukazalo 
je na mogu#nost u$e%#a ovih #elijskih linija u patogenezi mnogih autoimunskih bolesti, 
uklju$uju#i i AFS. Th17 #elije imaju ulogu u indukciji autoimunosti, a Treg #elije 
inhibiraju autoimunost, dok je njihov balans neophodan za odr"avanje homeostaze. Th17 
#elije su uklju$ene u inflamaciju i odbranu doma#ina od ektracelularnih patogena. Za 
diferencijaciju naivnih T #elija u Th17 #elije neophodni su IL-6 i TGF-&, a relativni 
balans ova dva citokina mo"e da uti$e na diferencijaciju bilo Th17 ili Treg #elija (25). 
Supresivna aktivnost Treg #elija se karakteri%e inhibicijom proliferacije ciljnih 
efektorskih limfocita. Njihovo supresivno dejstvo mo"e biti uzrok perzistencije uzro$nika 
i nastanka hroni$ne infekcije ali istovremeno, supresija inflamatornog odgovora mo"e 
spre$iti nastanak proinflamatornog o%te#enja tkiva (26). 
AFS, kao i mnoge druge autoimunske bolesti, ima multifaktorsku etiologiju koja 
uklju$uje naslednu komponentu i delovanje faktora spolja%nje sredine. Jedan od 
pokazatelja nasledne predispozicije kod multifaktorskih bolesti je udru"enost odre!enih 
genskih polimorfizama sa pojavom oboljenja. Genski polimorfizmi predstavljaju 
varijacije u naslednoj osnovi, tj. istovremeno prisustvo bar dve geneti$ke varijante u 
populaciji, na posmatranom lokusu. To su zapravo razli$iti alelni oblici jednog gena, pri 
$emu se re!i alel javlja sa u$estalo%#u ve#om od 1%. 
Humani genom se odlikuje u proseku jednim razli$itim nukleotidom na 1300 
nukleotidnih parova. Polimorfna mesta (mesta na kojima je velika verovatno#a da #e se 
genomi dve osobe razlikovati) su korisna za geneti$ka ispitivanja u kojima je cilj prona#i 
odgovaraju#u vezu izme!ju odre!enih fenotipova i DNK sekvenci. Naj$e%#a geneti$ka 
varijabilnost u genomu je u obliku polimorfizama pojedina$nih nukleotida - SNP, a 
prisutni su i polimorfizam broja uzastopnih ponovaka - VNTR, polimorfizam du"ine 
restrikcionih fragmenata - RFLPs, inserciono-delecioni polimorfizam - I/D i 
polimorfizam broja kopija - CNPs. 
SNP $ine oko 85-90% svih DNK polimorfizama u genomu $oveka, a predstavljaju 
zamenu pojedina$nih baza. Ukoliko se nalaze u okviru gena, oni mogu biti locirani unutar 
promotorskog regiona (polimorfizam se ozna$ava predznakom, minusom), unutar 
kodiraju#eg regiona – egzona i unutar nekodiraju#eg regiona – introna. Prisutno je preko 
 5 
3 miliona SNP-ova u humanom genomu, me!utim svaka promena ne"e rezultirati 
funkcionalnim poreme"ajem. 
Rasprostranjenost polimorfizama u humanom genomu omogu"ava razli#ite kombinacije 
alela na razli#itim lokusima, te ogromnu geneti#ku varijabilnost populacije, kao i 
geneti#ku unikatnost svake jedinke. Vi$e od jedne tre"ine lokusa koji kodiraju proteine u 
humanom genomu su polimorfni. Ova genska raznovrsnost je va%na za razumevanje 
razli#ite geneti#ke predispozicije za neke bolesti, a pored toga je od klju#ne va%nosti za 
razumevanje geneti#ke raznolikosti me!u ljudima. Prou#avanja u ovoj oblasti trebalo bi 
da objasne razli#ite individualne rizike za odre!ena oboljenja. U studijama asocijacije 
ispituje se udru%enost odre!ene genske varijante sa pojavom bolesti, odnosno u#estalost 
genskih polimorfizama kod obolelih u pore!enju sa zdravom populacijom. Ako je jedna 
genska varijanta frekventnija kod obolelih, za taj polimorfizam se ka%e da je „asociran“ 
sa bole$"u. Asocirani SNP ukazuje koji gen ili koji region ljudskog genoma uti#e na rizik 
od pojave bolesti. Procena rizika se izra#unava preko odnosa $ansi - OR, i pokazuje 
povezanost analiziranog gena sa nastankom poreme"aja. Ukoliko je odnos $ansi jednak 1, 
taj SNP nije u vezi sa oboljenjem, ako je OR ve"i od 1, onda je dati alel SNP povezan sa 
bole$"u, a ako je manji od 1, onda ima protektivnu ulogu u oboljevanju. Za procenu 
preciznosti OR se koristi interval pouzdanosti - CI. Visoki CI ukazuje na nizak nivo 
preciznosti OR. U praksi 95% CI se #esto koristi kao zamena za prisustvo statisti#ke 
zna#ajnosti (27). 
S obzirom na to da je u osnovi AFS poreme"aj koagulacije, ve" su ispitivani 
polimorfizmi gena za enzim metilen-tetra-hidro-folat reduktazu - MTHFR, za faktor V i 
faktor II koagulacije, za koje je poznato da predstavljaju rizik za nastanak tromboza. 
Naj#e$"i polimorfizmi koji se povezuju sa AFS su C677T u genu za MTHFR, G1619A u 
genu za faktor V (Leiden varijanta) i G20210A u genu za faktor II, koji se i rutinski 
detektuju u nekim laboratorijama u okviru evaluacije AFS (28,29). 
Ispitivano je i vi$e polimorfizama gena za &2GP-I. Na poziciji 247 postoje alelne forme sa 
kodom (tripletom) za Valin (V) i Leucin (L), $to za posledicu ima forme VV, VL ili LL. 
U vi$e studija je pokazano da su VV i VL zna#ajno #e$"i kod obolelih od AFS, tako da se 
V247 &2GP-I alel smatra jednim od geniti#kih faktora rizika za razvoj AFS (30-32). 
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Eksperimentalni modeli na !ivotinjama kao i preliminarne studije o polimorfizmima na 
kandidat-genima inflamatarnih medijatora sugeri"u da „pro-inflamatorni fenotip“ igra 
ulogu u klini#koj manifestaciji AFS (33-35). Podaci ukazuju da SNP u genima za 
inflamatorne medijatore mogu biti udru!eni sa ni!im ili vi"im inflamatornim odgovorom, 
te da samim tim mogu imati prediktivnu ulogu u razvoju i klini#koj manifestaciji bolesti 
(36). 
Poznato je da polimorfizmi, pre svega promotorskih regiona gena, uti#u na produkciju 
citokina, ali jo" nije jasan zna#aj prisustva ovih polimorfizama u nastanku i klini#koj 
manifestaciji AFS. 
Prema najnovijim istra!ivanjima u IL-17 genskom lokusu kod #oveka opisano je vi"e 
polimorfizama, a #ini se da su najzna#ajniji rs2275913 u IL-17A i rs763780 u IL-17F. 
Ove varijante imaju antagonisti#ko delovanje na izvornu formu proteina (37,38). U 25. 
kodonu gena za TGF$ prisutan je polimorfizam rs1800471, #ija je C forma povezana sa 
sni!enom produkcijom tog citokina (39). Alelna forma G polimorfizma gena za IL-6, 
rs1800795, udru!ena je sa njegovom sni!enom ekspresijom (40). Polimorfizmi gena za 
IL-23R (rs11209026) kao i za transkripcione faktore ROR%t (rs9826) i Foxp3 
(rs3761548) tako&e uti#u na njihovu aktivnost (41,42). 
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1.2 Th1/Th2 
 
CD4+ T pomo!ni"ke !elije su klju"ni medijatori celularnog imunog odgovora. Dugi niz 
godina se smatralo da CD4+ T pomo!ni"ke !elije postoje kao dihotomija rodova Th1 i 
Th2. Naime, smatralo se da se nakon antigenske stimulacije, naivne CD4+ !elije 
aktiviraju i diferenciraju u dva razli"ita podskupa. Te podskupove su prvi klasifikovali 
Mossman i Coffman (43), pre 20 godina. Oni su na osnovu zapa#anja da svaki od CD4+ 
podskupova proizvodi razli"ite citokine i ima razli"ite efektorske funkcije, predlo#ili 
Th1/Th2 paradigmatski koncept po kome se CD4+ T !elije diferenciraju u dva pravca 
pomo!ni"kih !elija, Th1 i Th2. Podela citokina na citokine koje lu"e Th1 !elije i citokine 
koje lu"e Th2 !elije naj"e$!e je kori$!ena u nastojanjima da se istakne stanje 
imunoregulacije. Th2 !elije lu"e uglavnom antiinflamatorne citokine, dok Th1 !elije lu"e 
uglavnom proinflamatorne citokine. 
Th1 !elije produkuju INF% i IL-2 i igraju klju"nu ulogu u za$titi od intracelularnih 
mikroba. Th2 !elije proizvode IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13, ali ne i INF% i uklju"ene su u 
za$titu od gastrointestinalnih nematoda, kao i u patogenezu alergijskih oboljenja (44). 
Th1 !elije nastaju kao odgovor na produkciju interferona % i IL-12 od strane dendriti"nih 
i NK !elija, dok Th2 uglavnom poti"u od naivnih Th !elija uz rano prisustvo IL-4 i 
odsustvo IL-12 u toku primarnog imunskog odgovora. Razlika Th1-Th2 podskupova 
postoji i u njihovoj diferencijacijaciji i na !elijskom i na molekularnom nivou. Molekuli 
signalne transdukcije i aktivacije transkripcije - STAT su klju"ni elementi regulacije. 
STAT1 i STAT4 igraju zna"ajnu ulogu u odr#avanju Th1 odgovora (45,46), a STAT6 
aktivacija je neophodna za razvoj Th2 !elija (47). Oba podskupa za svoj razvoj zahtevaju 
posebne transkripcione faktore, pri "emu je Tbet glavni transkripcioni faktor za Th1 
!elije, dok je GATA3, iz porodice transkripcionih faktora koji imaju sposobnost da se 
ve#u za DNK sekvencu „GATA“, odgovoran za Th2 !elije (48,49). Citokini imaju 
zna"ajnu ulogu u polarizaciji Th odgovora. Rano prisustvo IL-4 tokom imunskog 
odgovora ima odlu"uju!u ulogu u razvoju Th2 !elija. Vezivanje IL–4 za IL–4R dovodi 
do selektivne fosforilacije tirozina u transkripcionom faktoru STAT6. Aktivacija STAT6 
dovodi do pove!anja ekspresije transkripcionog faktora GATA3, $to dovodi do poja"ane 
ekspresije gena za Th2 citokine i smanjenje ekspresije IL-12R&2 sa inhibicijom Th1 
razvoja (50-52). Sa druge strane, IL-12 heterodimerni citokin koji se sastoji od dve 
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subjedinice (IL-12p35 i IL-12p40) je glavni faktor indukcije i odr!avanja Th1 "elija (53). 
On dovodi do brze fosforilacije tirozina u transkripcinom faktoru STAT4, dok interferoni 
prenose signale posredstvom STAT1 molekula. Signali koje #alju IL-12 i interferoni 
posredstvom STAT4, odnosno STAT1, uve"avaju ekspresiju transkripcionog faktora 
Tbet koji je esencijalan za diferencijaciju Th1 "elija (54-56). 
Th1/Th2 paradigma je bila temelj na#eg razumevanja T "elijskog odgovora do pre 20 
godina. Detaljnim ispitivanjem ova dva roda, postalo je o$igledno da postoje mnogo 
komplikovanija patolo#ka stanja koja ne mogu biti razja#njena ovom paradigmom i da 
CD4+ T pomo"ni$ke "elije nisu limitirane ovim dvema podgrupama. Dugo se mislilo da 
su autoimunske bolesti posledica auto-reaktivnosti Th1 "elija. Onda je pokazano da 
mi#evi deficijentni u INF% i njegovom receptoru, INF%R, nisu za#ti"eni od nastanka 
bolesti, ve", suprotno, razvijaju te!i oblik eksperimentalnog autoimunskog 
encefalomijelitisa - EAE (57,58). Tako&e je pokazano da gubitak IL-23, a ne IL-12 kako 
se mislilo, dovodi do otpornosti na razvoj autoimunosti i upale, #to je potvrdilo da Th1 
"elije nisu potrebne za indukciju autoimunski posredovanog zapaljenja (59). 
2005. godine je otkrivena takozvana Th17 "elijska subpopulacija i definitivno je 
dokazano in vitro i in vivo da se diferencijacija Th17 "elija odvija nezavisno od razvoja 
Th1 ili Th2 "elija (60,61). Tokom narednih godina je bilo mnogo preokreta u razja#njenju 
puteva koji vode ka diferencijaciji Th17 "elija. Iako Th17 "elije postoje i kod mi#eva i 
kod ljudi, izgleda da ipak postoje neke razlike u njihovom sazrevanju. 
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1.3 Th17 
 
Th17 subpopulacija !elija je otkrivena indirektno izu"avanjem IL-23 koji je klju"ni faktor 
u pre#ivljavanju Th17 !elija ve! diferentovanih iz populacije CD4+ T limfocita. IL-23 je 
heterodimer sa dva lanca, p40 i p19. IL-12 je po strukturi i funkciji sli"an IL-23 i tako$e 
ima dva lanca, p40 i p35, tako da je subjedinica p40 zajedni"ka za IL-23 i IL-12 (62). 
Eksperimenti na mi%evima su pokazali da su mi%evi li%eni p19, specifi"nog lanca za IL-
23, otporni na indukciju autoimunskih bolesti (63). Ovo zapa#anje je ukazalo na va#nu 
ulogu IL-23, a ne IL-12, kako se ranije smatralo, u patogenezi autoimunskih bolesti. 
Kasnija ispitivanja su pokazala da naivni T limfociti na svojoj povr%ini ne eksprimuju 
receptore za IL-23, ali da je IL-23 neophodan za pre#ivljavanje i ekspanziju ve! 
diferentovanih Th17 !elija kao i za njihov inflamatorni potencijal. U odsustvu IL-23, 
Th17 !elije pokazuju smanjenu produkciju inflamatornih citokina i pove!anu sekreciju 
imunoregulatornog citokina IL-10. To je ukazalo da po"etna diferencijacija Th17 !elija 
ne zavisi od IL-23, ve! zahteva prisustvo nekih drugih citokina (64-66). 
Kod mi%a je za diferencijaciju Th17 !elija potrebno istovremeno delovanje dva citokina, 
IL-6 i TGFß. Ovo otkri!e je bilo prili"no iznena$uju!e, s obzirom na to da se smatralo da 
TGF& kao anti-inflamatorni citokin deluje kao supresor u procesu autoimunosti, 
podsticanjem transkripcije faktora za regulatorne T !elije. Ispostavilo se da IL-6 inhibira 
aktivnost Foxp3, transkripcionog faktora Treg !elija i time igra osovinsku ulogu u 
odr#avanju ravnote#e izme$u Th17 i Treg !elija. IL-6 indukuje ekspresiju IL-21 i 
ekspresiju IL-23 receptora - IL-23R, na naivnim CD4+ !elijama. Dalje studije su 
pokazale da je alternativna diferencijacija Th17 !elija mogu!a i bez prisustva IL-6, 
odnosno da TGF& i IL-21 mogu zapo"eti ovaj proces i kod IL-6 deficijentnih mi%eva (67-
71). Sa druge strane, u nekim studijama je pokazano da za razvoj Th17, nedostatak IL-21 
ili nedostatak njegovog receptora - IL-21R, nije prepreka, naprotiv IL-6 izaziva Th17 
diferencijaciju nezavisno od IL-21 (72). Uloga IL-21 u razvoju Th17 jo% uvek je nejasna, 
ali je izgleda manja nego %to se prvobitno mislilo. Ostala je prili"no nejasna i uloga IL-
23, mada je u njegovom nedostatku diferencijacija Th17 inhibirana u kasnoj fazi. 
Pokazano je da je klju"na uloga IL-23 u formiranju potpuno funkcionalnih Th17 !elija. 
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Kod mi!a su IL-6, IL-21 i IL-23 citokini koji aktiviraju transkripcioni faktor STAT3 za 
koji se smatra da je neophodan u diferencijaciji Th17 "elija (Slika 1.). On je esencijalni 
pozitivni regulator Th17 "elija, analogno STAT1 i STAT4 u Th1 i STAT6 u Th2 
limfocitima. Osim toga, STAT3 reguli!e ekspresiju Orphan receptora retinoi#ne kiseline - 
ROR$t, specifi#nog transkripcionog faktora Th17 "elija. Srodan nuklearni receptor ROR% 
deluje sinergisti#ki sa ROR$t, te oba ova receptora pokre"u transkripciju gena za IL-17 
(IL-17A) i IL-17F u naivnim CD4+T "elijama (73-75). 
 
Modifikovano: Annunziato F, Romagnani S. Cytokine. 2011;56:112-5 
Slika 1. !ematski prikaz razvoja Th17 "elija kod #ovek i mi$a 
Poreklo humanih Th17 "elija, a posebno uloga TGF& u njhovoj diferencijaciji je jo! uvek 
predmet intenzivne rasprave. Prvo su razli#ite studije negirale ulogu TGF& u humanoj 
!ovek 
Mi" 
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Th17 diferencijaciji i ukazivale na klju!nu ulogu IL-1", IL-23 i IL-6 (76-78). Nakon toga 
su druge studije potvrdile ulogu TGF" u diferencijaciji Th17 #elija (79). Izgleda da su za 
diferencijaciju u pravcu Th17 #elija potrebne niske koncentracije TGF", dok visoke 
koncentracije ovog citokina imaju ulogu u mehanizmu negativne regulacije Th17 #elija 
(80) i u diferencijaciji T regulatornih #elija. IL-6 u prisustvu niskih koncentracija TGF" 
aktivira ROR t koji je glavni transkripcioni faktor u diferencijaciji Th17 #elija. Bilo je 
vrlo zna!ajno otkri#e da TGF" igra klju!nu ulogu u diferencijaciji Th17 #elija i da Th17 i 
Treg #elije recipro!no dele put diferencijacije u patogenezi i kontroli inflamacije. Jo$ 
uvek nije jasno da li Th17 i Treg #elije imaju dva razli!ita puta aktivacije ili dele isti 
aktivacioni put sa u!e$#em razli!itih kofaktora. I dalje je u velikoj meri nejasno kako 
TGF" reguli$e Th17 #elijski razvoj i koji TGF" signalni put je u to uklju!en. Izgleda da 
TGF" ima dvofaznu funkciju u razvoju T #elija. Na nivou transkripcije, TGF" pozitivno 
reguli$e ekspresiju ROR%t i negativno reguli$e ekspresiju IL-17 na nivou naivnih T #elija, 
te vodi ka diferencijaciji Treg #elija. Prisustvo proinflamatornog citokina IL-6 ubla&ava 
ovu inhibiciju indukuju#i ekspresiju IL-21, koji povratno indukuje ekspresiju IL-23R $to 
dovodi do favorizovanja Th17 diferencijacije. Sumarno, IL-6, IL-21 i IL-23 deluju 
zajedno sa TGF" da bi postigli ROR%t zavisnu diferencijaciju Th17 #elija. Utvr'eno je, 
tako'e, da STAT3 deluju#i zajedno sa ROR%t dovodi do maksimalne diferencijacije u 
pravcu Th17 #elija. Pokazano je i da TGF" inhibira ekspresiju supresora citokinskog 
prenosa signala - SOCS3, zna!ajnog negativnog regulatora STAT3 (81-83). 
Jo$ jedan faktor transkripcije ima ulogu u razvoju Th17 #elija, regulatorni faktor 
interleukina 4 - IRF4, !iji nedostatak dovodi do redukovane ekspresije ROR%t i 
prekomerne ekspresije Foxp3, tako da on stimuli$e razvoj Th17 i inhibira razvoj Treg 
#elija (84). 
Novija istra&ivanja isti!u zna!aj receptora za aril monovalentni aromati!ni radikal 
ugljovodonika - AhR, u stimulaciji diferencijacije Th17 #elija. AhR ovo dejstvo ostvaruje 
putem inhibicije aktivacije STAT1 i STAT5 (85). 
Cosmi i saradnici su pokazali da Th17 #elije poti!u od CD161+ naivnih CD4+ T #elija iz 
timusa i krvi pup!anika, $to implicira CD161 kao povr$inski marker Th17 humanih #elija 
i ukazuje na originalno poreklo Th17 #elija od CD161+ CD4+ T #elija predaka (86). 
Mehanizam koji omogu#ava da se iz CD161+ CD4+ T limfocita u prisustvu IL-1R", IL-
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23R i ROR!t razviju Th17 "elije nije poznat, mada postoje dokazi da je potrebno i 
prisustvo jo# jednog molekula, hemokinskog receptora CCR6 (87). 
Skorija istra$ivanja su pokazala da je hipoksijom-indukovani faktor 1 - INF1, jedan od 
klju%nih faktora koji reguli#u ravnote$u diferencijacije izme&u Th17 i Treg "elija. INF-1 
poja%ava razvoj Th17 direktnom aktivacijom transkripcije ROR!t, a istovremeno slabi 
razvoj Treg degraduju"i Foxp3. Mi#evi sa INF-1 deficijencijom su rezistentni na Th17 
zavisni eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, uz smanjenjenje Th17 i pove"anje 
Treg "elija (88). 
Th17 "elije sekretuju IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-6 i TNF'. U mehanizmima 
njihove negativne regulacije diferencijacije u%estvuju IL-27, INF! kao inhibitori Th17 
razvoja preko STAT1 (89-91), dok IL-2 inhibiciju vr#i preko STAT5 (92). I pove"an broj 
i pove"ana funkcija Th17, kao i smanjen broj i smanjena funkcija Treg "elija mogu 
dovesti do zapaljenske reakcije. (lanovi porodice prenosilaca signala i aktivatora 
transkripcije aktivacijom razli%itih citokina obezbe&uju i pozitivnu i negativnu regulaciju 
razvoja Th17 "elija. Kontrola nuklearnih receptora signalizacije mo$e da dovede do 
novih pristupa u le%enju autoimunskih bolesti izazvanih Th17 "elijama. 
Th17 "elije mogu biti konvertovane u druge podskupove uz koekspresiju citokina tih 
podskupova (Slika 2.). Izgleda da je koekspresija citokina i transkripcionih faktora 
fleksibilan proces u Th "elijama, %ime je naru#en koncept da svaka podgrupa Th "elija 
produkuje odre&eni set citokina karakteristi%an za taj podskup. Th17 "elije mogu biti 
konvertovane u Th1/Th17 "elije koje eksprimiraju INF! i IL-17, kao i INF! i IL-12 koji 
su odgovorni za Th1 polarizaciju. Th1/Th17 "elije koeksprimiraju ROR!t i T-bet, IL-23R 
i IL-12R)2, a ova fleksibilnost patogenetski je relevantna (93,94). Stimulacija Th17 "elija 
sa IL-12 dovodi do smanjene ekspresije ROR!t i pove"ane ekspresije T-bet 
omogu"avaju"i Th17 "elijama da pored IL-17A produkuju i INF!. Postoji mali broj 
humanih Th17 klonova koji su sposobni da produkuju IL-4 (Th2/Th17), naro%ito kod 
pacijenata sa te#kom hroni%nom astmom. Pokazana je i mogu"nost konverzije Th1 u IL-
17/INF! koeksprimovane "elije u mezenteri%nim limfnim nodusima uz prisustvo IL-6, 
IL-12 i TGF), s tim da TGF) delimi%no inhibira razvoj Th1 u zavisnosti od vremena 
njegovog dodavanja u kulturu "elija (95). *tavi#e, postoji i mogu"nost da se Th2 "elije 
kod mi#eva konvertuju u Th2/Th17 "elije u prisustvu IL1), IL-6 i IL-21. S obzirom na 
slo$ene mehanizme diferencijacije, koekspresiju citokina i patogenetsku ili protektivnu 
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funkciju Th17 !elija, njihova modulacija predstavlja veliki terapijski izazov. Sada"nje 
terapijske mogu!nosti u le#enju autoimunskih bolesti uklju#uju blokadu IL-1, IL-6 i IL-
23 (p40), koji su relevantni za odr$avanje Th17 !elija (96,97). Primena dva humana 
antitela na IL-17A se klini#ki ispituje u reumatoidnom artritisu, psorijazi i uveitisu 
(98,99). Efekti blokiranja IL-17F samog ili zajedno sa IL-17A ili sa nekim drugim 
#lanom familije nisu poznati. 
Modifikovano: Annunziato F, Romagnani S. Eur J Immunol. 2010;40:3312-6 
Slika 2. Konverzija Th17 !elija 
Ravnote$a razli#itih subpopulacija T !elija se reguli"e preko produkta sekrecije svakog 
podskupa (Slika 3.). U infekciji je pravilna !elijska aktivacija od klju#nog zna#aja za 
odbranu od infekcije. Th9 su posebna subpopulacija CD4+ T !elija va$nih za odbranu 
doma!ina od crevnih parazita, ali mogu imati i "tetne efekte, uklju#uju!i razvoj 
autoimunskih bolesti. Nakon aktivacije, naivne CD4+ T !elije se diferenciraju u Th9 
!elije u prisustvu TGF%, IL-4 i IL-2, a inhibiraju ih INF&. One lu#e IL-9 u visokoj 
koncentraciji, ne eksprimiraju nijedan do sada poznat transkripcioni faktor i u tesnoj su 
vezi sa Th2 !elijama, mada ne lu#e IL-4, IL-5 niti IL-13 (100-102). 
Mi! "ovek 
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Posebnu subpopulacija T pomo!ni"kih !elija "ine T folikularne !elije, Tfh, lokalizovane 
u B !elijskom folikulu zahvaljuju!i CXCR5 hemokinskom receptoru. One mogu biti 
generisane od strane T regulatornih !elija i mogu lu"iti IL-17 ne eksprimiraju!i ROR#t. 
Tfh !elije eksprimiraju jedinstvenu kombinaciju efektorskih molekula koji su va$ni za 
njihov razvoj i funkciju, uklju"uju!i visok nivo povr%inskih receptora za ICOS, CD40L, 
CXCR5, Bcl-6 i lu"e IL-21, IL-4 i IL-10 (103,104). Nejasno je da li su humane Tfh !elije 
sastavljene od heterogenih !elijskih populacija, kao kod mi%a. U tom slu"aju bi humoralni 
odgovor bio regulisan razli"itim podskupovima Tfh !elija, %to bi moglo imati zna"ajne 
implikacije za dizajn novih vakcina (105). 
Th22 !elije, sposobne da lu"e IL-22 i TNF#, su novi podskup T !elija, jasno odvojen od 
ostalih T pomo!ni"kih !elija. One reguli%u epidermalni odgovor u inflamatornim 
bolestima ko$e a uklju"ene su i u patofiziologiju autoimunosti i tumorogeneze (106,107). 
 
Modifikovano: Deenick EK. et all. Current Opinion in Immunology. 2011;23:111-8 
Slika 3. Podskupovi CD4+ !elija 
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1.4 T reg 
 
U patogenezu autoimunskih bolesti zajedno sa Th17 su uklju!ene i regulatorne T "elije. 
Za diferencijaciju oba tipa "elija je potreban TGF#, ali u zavisnosti od prisustva 
transtkripcionog faktora ROR$t ili Foxp3 "e nastati Th17, odnosno Treg "elije. U malim 
koncentracijama TGF# zajedno sa IL-6 dovodi do eksprimiranja IL-23R koji favorizuje 
Th17 "elijsku diferencijaciju. Visoka koncentracija TGF# smanjuje ekspresiju IL-23R, 
favorizuje Foxp3 i Treg "elijsku diferencijaciju (80). Uzev%i u obzir imunosupresivne 
funkcije i njihov zna!aj u imunotoleranciji, Treg "elije su potencijalno jedna od 
najzna!ajnijih linija odbrane organizma od autoimunskih bolesti (108). One 
koeksprimiraju CD25 molekul (& lanac receptora za IL-2) i imaju klju!nu ulogu u 
kontroli autoreaktivnih T limfocita (109). Za nastajanje Treg fenotipa neophodne su 
interakcije autoantigena i glavnog histokompatibilnog kompleksa klase II - GHK II, ali i 
kontinuirano prisustvo antigena u visokoj koncentraciji. 
Patolo%ki disbalans ovih "elija je ispoljen prvenstveno kod dve grupe bolesti, 
autoimunskih bolesti i tumora. Dok kod autoimunskih bolesti nizak nivo Treg "elija ne 
mo'e da za%titi !oveka od njegovih sopstvenih odbrambenih mehanizama, kod tumora je 
broj ovih "elija na periferiji znatno pove"an i %titi tumor od imunolo%kog nadzora 
doma"ina. U razli!itim uslovima ovakve funkcije mogu biti ma! sa dve o%trice. 
Supresivna aktivnost Treg "elija se karakteri%e inhibicijom proliferacije ciljnih efektornih 
limfocita %to mo'e spre!iti nastanak proinflamatornog o%te"enja tkiva, sa jedne starne, a 
sa druge strane supresivno dejstvo ovih "elija mo'e biti uzrok perzistencije uzro!nika i 
nastanka hroni!ne infekcije. 
T regulatorne "elije postoje u barem dva oblika: antigen specifi!ne prirodne T regulatorne 
"elije - nTreg, koje se razvijaju u timusu i pokazuju visok afinitet za IL-2R (CD25+) i 
periferno indukovane T regulatorne "elije - iTreg, koje su manje stabilne i !ija se 
sposobnost sticanja i gubitka Foxp3 zasniva na regulatornim potrebama doma"ina (110-
114). Obe podgrupe "elija imaju sli!ne fenotipske karakteristike i sli!nu supresorsku 
funkciju usmerenu protiv T "elijama posredovanog imunskog odgovora. Me(utim, te dve 
podgrupe "elija pokazuju i neke razlike, kao %to su razli!it transkript iRNK i ekspresija 
proteina, kao i razli!ite epigeneti!ke modifikacije i stabilnost. 
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Prirodne Treg !elije "ine 5-10% perifernih CD4+ T limfocita i njih karakteri#e 
konstitutivna membranska ekspresija CD4, CD25, Foxp3 i CTLA4, kao i ekspresija 
receptora za glikokortikoid indukovan faktor nekroze tumora - GITR, a nastaju u timusu 
uz u"e#!e Foxp3, koji je klju"ni regulator njihovog nastanka i funkcije. Na njihovu ulogu 
u spre"avanju nastanka autoimunosti ukazuju eksperimenati u kojima je eliminacija ove 
populacije dovela do pojave autoimunskog o#te!enja vi#e organa u prethodno zdravih 
mi#eva, kao i noviji radovi u kojima je dokazano smanjenje broja ili funkcije T 
regulatornih !elija u humanim autoimunskim bolestima (115). Prirodne Treg !elije 
predstavljaju stabilnu !elijsku liniju T regulatornih !elija, mada one mogu u 
inflamatornim uslovima pre!i u Th17 u prisustvu IL-6, za razliku od iTreg koje ne 
pokazuju tu sposobnost. 
Receptor za tip 1 sfingozin1 fosfat - S1P1, koji se nalazi na limfocitima i endotelijalnim 
!elijama, kontroli#e razvoj, odr$avanje i supresivnu aktivnost prirodnih Treg !elija. 
Naime, gubitak funkcije S1P1 receptora dovodi do pobolj#anja timusne diferencijacije i 
supresivne aktivnosti Treg !elija, dok pove!ana ekspresija S1P1 dovodi do smanjenog 
razvoja i funkcije Treg in vitro i in vivo i #to je jo# va$nije dovodi do spontane 
autoimunosti zbog nedostatka Treg !elija. S1P1 negativno reguli#e i diferencijaciju i 
aktivnost Treg !elija putem serin/treonin kinaze Akt, tako%e poznate kao protein kinaza B 
ili PKB, dok IL-2 regulaciju vr#i preko STAT5, a TGF& preko SMAD signalnog puta 
(116,117). 
Indukovana forma Treg !elija je heterogena grupa !elija koja sadr$i vi#e tipova T 
regulatornih !elija "iji nastanak je uslovljen antigenskim kontaktom na periferiji. Nju "ine 
Tr1 !elije, koje nastaju van timusa i sekretuju IL-10, ne eksprimuju Foxp3 i mogu biti 
CD25+ i CD25-, kao i Th3 !elije koje sekretuju TGF&. Ove indukovane T regulatorne 
!elije ne ispoljavaju nu$no klasi"ni fenotip CD4+CD25+ T !elija i pored Tr1 i Th3 
obuhvataju i CD8+, prirodne T !elije ubice, a mogu nastati i iz konvencionalnih CD4+ i 
CD8+ T limfocita pod posebnim uslovima in vitro ili in vivo (118). Njih karakteri#e 
visoka produkcija inhibitornih citokina i to IL-10 i TGF&. Indukovane T regulatorne 
!elije su timus nezavisne ali im je za razvoj neophodan IL-2. Nestabilan fenotip iTreg 
mo$e biti povezan sa metilacijom Foxp3, a IL-2 stabilizuje Foxp3 njegovom 
demetilacijom (119,120). 
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Modifikovano:Maiese K.“Forknead transcription factors“2009 ISBN:978-1-4419-1598-6 
Slika 4. !ematski prikaz T regulatornih "elija 
Te!ko je definisati precizne razlike izme"u nTreg i iTreg zbog nedostatka povr!inskih 
markera koji bi razdvojili ovu jedinstvenu vrstu #elija (121). Njihovim razlikovanjem bi 
se razjasnile biolo!ke karakteristike svakog od ova dva podskupa, kao i njihova uloga u 
perifernoj toleranciji, autoimunosti i tumorskoj imunologiji. Helios (122) i Neuropilin 1 - 
Npr1, izgleda da mogu obezbediti, pojedina$no ili zajedno, neophodnu specifi$nost da se 
razlikuju nTreg od iTreg. Nrp1 je nTreg marker kojim mogu da se izoluju ove #elije 
(123). 
Iako je sposobnost regulatornih #elija da inhibiraju imunski odgovor nedvosmisleno 
dokazana, jo! uvek nisu u potpunosti poznati mehanizmi ovog delovanja koje se mo%e 
ostvariti bilo kroz direktni #elijski kontakt i/ili posredstvom solubilnih faktora. 
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1.5 IL-6 
 
Interleukin 6, IL-6, je protein iz porodice hematopoetina. Ranije je bio poznat kao: 
interferon !2 - INF!2, B "elijski stimuli#u"i faktor 2 - BSF-2, stimuli#u"i faktor 
hepatocita - HSF, faktor citotoksi$ne T "elijske diferencijacije - CDF, interleukin HP1 - 
IL-HP1, monocitno-granulocitni induktor tip 2 - MGI-2, hibridni-plazmocitni faktor rasta 
- HPGF/HGF, da bi 1988. godine dobio definitivno ime IL-6 (124). To je monomer od 
184 aminokiseline, kodiran genom koji se kod ljudi nalazi na hromozomu 7 (region 
7p21). Izlu$uju ga prvenstveno T limfociti i makrofagi, a receptor za IL-6, 
transmembranski glikoprotein, eksprimira veliki broj "elija kao #to su T i B limfociti, 
neutrofilni i eozinofilni granulociti, monociti, megakariociti, nervne "elije, hepatociti, 
osteoblasti, veliki broj epitelnih "elija, $ak i adipociti. 
Gen za IL-6, u genomu $oveka zauzima 1.125 bp i sastoji se od pet egzona i $etiri 
introna. Do danas je poznato 147 polimorfizama u ovom genu. Unutar egzona su opisana 
54 polimorfizama, i to 37 u kodiraju"em podru$ju, 12 ispred i 5 iza kodiraju"eg podru$ja. 
Interleukin 6 receptor, (poznat kao CD126), je proteinski kompleks koji se sastoji od IL-6 
receptor subjedinice % - IL-6R%, kao i od interleukin 6 transduktor signala, glikoproteina 
130 (poznat kao CD130), koji deli sa drugim citokinima $lanovima IL-6 familije (125). 
 
Modifikovano: Bauer S. et all. Nat Rev Neuroscience 2007;8:221-32 
Slika 5. !ematski prikaz IL-6 receptora 
ekstra!elijski  prostor 
!elijska membrana 
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MAPK 
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Ostali !lanovi familije IL-6 su: IL-11, IL-27, cilijarni neutrofilni faktor - CNTF, 
kardiotrofin1 - CT-1, kardiotrofinu sli!an citokin - CLC, inhibicioni faktor leukemije - 
LIF, onkostatin M - OSM i Kapo"ijev sarkom asocirani herpesvirus - KSHV. Vezivanjem 
IL-6 za njegov receptor se inicira kaskada prenosa signala preko Janus kinaze - JAK, kao 
i vezivanjem STAT, transkripcionog faktora, posebno STAT3. Fosforilisani STAT3 
formira dimer koji u jedru aktivira transkripciju gena koji sadr#e elemente STAT3 
odgovora. (Slika 6.). Mutacije u Janus kinazi su glavni molekularni poreme$aj u 
hematolo"kim malignitetima kod ljudi (126). 
 
 
 Modifikovano: Parvin AK et all. Citokine and Growth Factor Reviews 2013;24:163-73 
Slika 6.  !ematskim prikaz prenosa signala IL-6 
Drugi put prenosa signala putem aktivacije IL-6R je Ras posredovani put prenosa signala. 
On se odvija preko mitogenom aktiviranog proteina - Map kinaze, koji aktivira 
transkripcione faktore kao "to su ELK-1 i NF-IL-6, koji zajedno sa transkripcionim 
faktorom AP-1 i faktorom serumskog odgovora - SRF, reguli"u niz kompleksnih 
promotora i enhansera da reaguju na IL-6 i druge signalne faktore (127). Pored 
GENSKA 
EKSPRESIJA 
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JAK/STAT i Ras/MAP puteva prenosa signala, IL-6 aktivira i PI3K i proteinski 
kompleks NF-Kappa B (128). PI3K/Akt/NF-KappaB kaskada finalno uti!e na anti-
apoptoti!ki efekat IL-6 koji se pripisuje fosforilaciji BCL-2. IL-6 tako"e blokira TGF# 
indukovanu aktivaciju kaspaze 3, koja je od su$tinskog zna!aja za programiranu %elijsku 
smrt. (129). Neuspela apoptoza je jedan od glavnih razloga nastanka tumora i razvoja 
autoimunskih bolesti, dok ne&eljena apoptoza nastaje kod ishemija ili Alzheimer-ove 
bolesti. 
IL-6 ima plejotropno dejstvo, mo&e da deluje pro-inflamatorno i anti-inflamatorno, tj. 
upalno i anti-upalno. 'itav spektar razli!itih uticaja IL-6 na razne %elije jasno ukazuje na 
veliku aktivnost i va&nost ovog citokina u regulaciji imunskog odgovora i zapaljenjske 
reakcije. On tako"e inicira imunski odgovor na traumu, posebno na opekotine, kao i na 
neoplazije. I pored toga $to spada u grupu Th2 citokina, IL-6 podjednako poma&e rast i 
naro!ito diferencijaciju T i B limfocita. IL-6 ne podsti!e sekreciju citokina, ali pove%ava 
osetljivost imunokompetentnih %elija na druge citokine, najverovatnije uticajem na broj i 
afinitet citokinskih receptora. Produkcija i sekrecija IL-6 se uvek pove%ava u akutnoj fazi 
zapaljenja, a njegova uloga kao anti-upalnog citokina se ogleda u njegovom inhibitornom 
delovanju na TNF( i IL-1 i aktivacijskom delovanju na IL-1R( i IL-10. Pro-inflamatorna 
uloga IL-6 se ogleda u promociji Th17 diferencijacije i inhibiciji Treg diferencijacije, $to 
ukazuje na to da kontrola IL-6 normalizuje balans izme"u ove dve populacije %elija i 
mo&e ubla&iti simptome autoimunskih bolesti. Interleukin 6 ima pro-osteoklasti!no 
dejstvo, vr$i aktivaciju progenitora osteoklasta nakon !ega zapo!inje proces 
osteoklastogeneze ali ima i pro-osteoblasti!no dejstvo, direktno vr$e%i aktivaciju 
osteoblasta. 
Novije studije su pokazale da IL-6 ima va&nu ulogu u regulisanju ravnote&e izme"u Th17 
i Treg %elija. Sada$nji konsenzus podr&ava tvrdnju da IL-6 zajedno sa TGF# indukuje 
diferencijaciju Th17 %elija. IL-6 podsti!e razvoj Th17 %elija i inhibira TGF# indukovanu 
Treg diferencijaciju, ali nije neophodan za odr&avanje Th17 nakon diferencijacije. 
Poreme%aj u regulaciji IL-6 mo&e dovesti do naru$avanja ravnote&e Treg/Th17, a 
kontrola aktivnosti ovog interleukina je potencijalno efikasan pristup u le!enju razli!itih 
autoimunskih i inflamatornih bolesti (130). Antitela na  IL-6 receptor su postala novi 
strategijski pristup u le!enju nekih inflamatornih i autoimunskih bolesti, uklju!uju%i 
reumatoidni artritis - RA (131), sistemski juvenilni idiopatski artritis - JIA, Chron-ovu 
bolest (132), multipli mijelom, kao i sistemski eritemski lupus (133). 
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1.6 TGF! 
 
Faktor transformacije rasta-beta je protein koji kontroli!e proliferaciju i diferencijaciju 
"elija, a postoji u tri izoforme: TGF#1, TGF#2 i TGF#3, od kojih je svaka kodirana 
unikatnim genom. On pokazuje vi!e va$nih biolo!kih efekata, kao !to su kontrola 
"elijskog rasta, diferencijacija i migracija "elija, produkcija intercelularnog matriksa, 
angiogeneza, kao i programirana "elijska smrt, apoptoza. U isto vreme TGF# suprimira 
diferencijaciju i aktivnost Th1 i Th2 limfocita i smanjuje sekreciju njihovih citokina 
(134,135). 
 
Modifikovano: TGF-! Pathway, The Pancreapedia 
Slika 7. "ematski prikaz prenosa signala TGF! 
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TGF! indukuje apoptozu mnogih "elija preko dva signalna puta: SMAD i DAXX. 
SMAD transkripcioni faktor #ine proteini koji u#estvuju u prenosu signala iz spolja$nje 
sredine u citoplazmu i jedro (Slika 7.) 
Ova vrsta signalizacije omogu"ava da okru%enje van "elije uti#e na produkciju proteina 
same "elije. U SMAD signalnom putu, TGF! se vezuje za svoj tip II receptor-dimer na 
"elijskoj membrani, koji vezuje tip I receptor-dimer formiraju"i hetero-tetramerni 
kompleks serin/treonin kinaza receptor, koji zatim aktivira grupu SMAD proteina zvanih 
SMAD proteini regulisani preko receptora - R-SMADs. R-SMADs uklju#uje SMAD1, 
SMAD2, SMAD3, SMAD5 i SMAD8/9 proteine koji se povezuju sa SMAD4 proteinom, 
zvanim zajedni#ki SMAD posrednik - Co-SMAD. Ovaj kompleks zatim ulazi u "elijsko 
jedro, gde deluje kao transkripcioni faktor za razli#ite gene, ukju#uju"i i one koji 
aktiviraju MAP8 kinazu koja pokre"e apoptozu (136,137). Kada signalni put treba da se 
isklju#i, dva SMAD proteina, SMAD6 i SMAD7, zvani inhibitorni SMAD proteini, - I-
SMADs, inaktivi$u receptore na povr$ini "elije (138). Mutacije na SMAD genima mogu 
da dovedu do pove"anja genske aktivnosti i abnormalne "elijske proliferacije. 
DAXX gen kodira multifunkcionalni protein koji se nalazi u jedru i citoplazmi i koji 
stupa u interakcije sa proteinima kao $to su Fas apoptoza receptor ili TGF! receptor tip II 
i u#estvuje u regulaciji apoptoze preko c-JUN-N terminal kinaze - JNK (139,140). 
Imunomodulatorna uloga TGF! je danas potvr&ena i preciznije definisana. Ovaj citokin 
ima zna#ajan utjecaj na remodeliranje kosti. Deluje kao RANKL inhibitor, $to se ogleda u 
inhibiciji osteoklastogeneze. Kao $to je ve" re#eno, on je klju#ni faktor diferencijacije Th 
prekursora u smeru Th17 i Tger "elija, mada je pokazano da je TGF! uklju#en i u 
nastanak Th9 pomo"ni#kih "elija (102). On ima esencijalnu ulogu u nastajanju iTreg 
"elija (110), dok nastanak nTreg "elija ne zavisi od TGF!. 'ta vi$e, pokazano je da je u 
prisustvu IL-6 inhibirana indukcija Treg i favorizovana diferencijacija Th17 "elija od 
strane TGF! (68). Noviji radovi su pokazali da kod ljudi generisanje patogenetskih Th17 
"elija mo%e da se odvija i u odsustvu prenosa signala putem TGF! (141). TGF! u#estvuje 
u diferencijaciji Th17 "elija preko SMAD nezavisnih mehanizama, dok u diferencijaciji 
Foxp3+ Treg "elija, SMAD2 i SMAD3 igraju va%nu ulogu (142). U procesu 
diferencijacije Treg "elija, pre vezivanja za svoje receptore TGF-! mora biti konvertovan 
u svoju aktivnu formu iz jednog od svoja tri latentna oblika (LTGF! - mali oblik, 
LTGF!+LTBP-veliki, sekretorni oblik i mLTGF! – membranski oblik). Balans Th17 i 
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Treg !elija mo"e da zavisi od prisustva drugih citokina, kao #to su IL-2 ili retinoi$na 
kiselina za iTreg, odnosno IL-6, IL-1/IL-21 za Th17 !elije (143). 
Naj$e#!e ispitivani polimorfizmi u genu za TGF%1 su u kodonu 10, 25 i u promotorskom 
regionu. Polimorfizam rs1800471 (913G/C, Arg25Pro) je lociran na 25. kodonu gena za 
TGFß1. Nosioci G alela u ovom polimorfizmu se odlikuju ve!om produkcijom TGF% 
(144). 
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1.7 IL-17 
 
Porodica IL-17 citokina se sastoji od najmanje 6 !lanova pro-inflamatornih citokina 
uklju!uju"i IL-17A (IL-17), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) i IL-17F (Slika 8.). 
Svi !lanovi porodice su sekretorni proteini sa konzerviranom strukturom i svi su 
disulfidno vezani dimeri, osim IL-17B, koji je nekovalentno vezan dimer (145,146). 
Filogenetski me#u !lanovima familije najve"u homologiju sa IL-17A pokazuje IL17F, 
oko 50%, a dele i isti receptor. Na aminokiselinskom nivou humani IL-17 pokazuje 
veliku homologiju sa proteinima herpes virusa i sa IL-17 glodara, poznatim kao CTLA8 
(147,148). 
 
 
Preuzeto: Gaffen S. Nat Rev Immunol. 2009;9:556-67 
Slika 8. !ematski prikaz porodice IL-17 citokina i njihovih receptora 
Interleukin-17 - IL-17A je najzna!ajniji predstavnik IL-17 familije. Njega sekretuju 
aktivirani CD4+ T limfociti i to uglavnom memorijski, ali i CD8+ T "elije, eozinofili, 
neutrofili, prirodne T "elije ubice, dok IL-17F stvaraju CD4+ T "elije i monociti. IL-17A 
je disulfidno vezan homodimerni glikoprotein koji sadr$i 155 aminokiselina, dok IL-17F 
sadr$i 163 aminokiseline. IL-17A ima ve"i zna!aj za razvoj autoimunosti i zapaljenje 
nego IL-17F, a tako#e igra va$nu ulogu u odbrani od bakterijskih i gljivi!nih infekcija. 
IL17F je uglavnom uklju!en u mukozne odbrambene mehanizme. Njihova osnovna 
fiziolo%ka funkcija je regrutovanje, aktiviranje i migracija neutrofila (149). 
nepoznati ligandi 
nepoznati receptor 
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IL-17 su jedinstveni, budu!i da nemaju nikakvu sli"nost sa drugim poznatim citokinima, 
kao ni sa bilo kojim drugim proteinima (150). Vezuju se za receptor IL-17R koji tako#e 
nema homologiju sa bilo kojom porodicom receptora, a humani molekul pokazuje 
homologiju sa IL-17R mi$a. IL-17R ima najmanje pet varijanti: IL-17RA, IL-17RB, IL-
17RC, IL-17RD i IL-17RE i distribuiran je na razli"itim !elijama i tkivima. U okviru ove 
familije receptora najbolje je prou"en IL-17RA, za koji se vezuju.IL-17A i IL-17F, a 
prenos signala putem ovog receptora je raznolik koliko i njegova distribucija. Druga 
otkrivena receptorska subjedinica je IL-17RC koja je tako#e zajedni"ki receptor za IL-
17A i IL-17F. Novije studije ukazuju da IL-17RA i IL-17RC formiraju heteroreceptorski 
kompleks. Vezivanje IL-17 za ovaj kompleks stimuli$e mitogenom aktiviran protein, 
MAP kinazu i nukleusni faktor kapa B - NF-kB, koji predstavljaju signale aktivacije 
inflamatornog odgovora (Slika 9.). IL-17A indukuje ekspresiju IL-17RA. IL-17RC, kao i 
IL-17RD mogu se javiti u formi membranskog ili solubilnog receptora. IL-17RB vezuje 
IL-17B i IL-17E (151). 
 
Preuzeto: Jarod Z. Trends in Immunobiology. 2011;2:232-9 
Slika 9. !ematski prikaz prenosa signala IL-17R 
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Aggravel i saradnici su 2003. godine pokazali da je sekrecija IL-17 zavisna od IL-23 
(152). Kasnije, 2006. godine su Cho i saradnici otkrili da su transkripcioni faktor STAT3 
i signalni put NF-kB uklju!eni u IL-23 zavisnu produkciju IL-17 (153), a u skladu sa tim 
otkri"em Chen i saradnici su pokazali da jo# jedan molekul, SOCS3, igra va$nu ulogu  u 
proizvodnji IL-17. U njegovom odsusutvu, IL-23 indukovana fosforilacija STAT3 se 
ubrzava, a fosforilisani STAT3 se vezuje za promotorski region IL-17A i IL-17F i na taj 
na!in pove"avaju gensku aktivnost (154). Nasuprot tome, ima mi#ljenja da je indukcija 
IL-17 nezavisna od IL-23. Nekoliko grupa nau!nika je in vitro i in vivo pokazala da 
lu!enje IL-17 mogu da podstaknu i TGF% i IL-6, bez prisustva IL-23 (155,156). 
IL17A i IL-17F produkuju i Th17 "elije koje su povezane sa mnogim autoimunskim i 
malignim bolestima. IL-17 dovodi do lokalne zapaljenske reakcije, ali ima i brojne 
imuno-regulatorne funkcije. Najzna!ajnija njegova uloga je u!e#"e u podsticanju i 
posredovanju imunskog odgovora. Podsti!e proizvodnju drugih citokina, hemokina i 
prostaglandina, kao #to su: IL-6, IL-1%, IL-8, IL-21, IL-22, IL-26, TGF%, TNF&, MCP1, 
PGE2 od strane razli!itih vrsta "elija, kao #to su fibroblasti, endotelijalne "elije, 
epitelijalne "elije, keratociti i makrofagi. Poseban zna!aj IL-17 ima u odbrani od 
ekstracelularnih bakterija i gljivica kao #to su: Klebsiella pneumoniae (157), Bacteroides 
fragilis (158) i Toxoplasma Gondii (159), zatim od intracelularnih bakterija: Salmonella 
enteridis (160), Listeria monocytogenes (161), Campylobacter jejuni (162) i 
Micobacterium tuberculosos (163), kao i virusa hepatita B (164) i Coxackie B3 (165). 
Ve"i broj istra$ivanja ukazuje na ulogu IL-17 u nastanku hroni!nog artritisa. IL-17 ima 
ulogu kako u po!etnoj fazi inflamacije zgloba, tako i u destrukciji zglobne hrskavice i 
ko#tanih struktura. Ove funkcije IL-17 ostvaruje kroz stimulaciju produkcije pro-
inflamatornih citokina, kao #to su IL-1, TNF&, IL-6, IL-8, stimulacijom stvaranja 
destruktivnih enzima, kao i indukcijom pove"ane ekspresije liganda za receptor aktivacije 
NF-kB – RANK-L koji pozitivno reguli#e osteoklastogenezu (166). RANK-L je !lan 
TNF-R superfamilije i ima centralno mesto u kontroli osteoklastogeneze. Njegovu 
produkciju stimuli#e IL-17 i na taj na!in pospe#uje razgradnju kostiju, dok sa druge trane 
osteoprotegerin smanjuje produkciju osteoklasta i produkuje osteoblaste. IL-17 uti!e na 
odnos RANK-L/osteoprotegerin i na taj na!in posreduje u nastanku erozije kosti, a pored 
toga IL-17 smanjuje ko#tanu masu i inhibicijom sinteze kolagena tip I (167). 
Primena anti-IL-17 terapije kod ljudi dovodi do neutralizacije biolo#kih efekata IL-17, 
regresije inflamacije i erozije kosti kao i pobolj#anja klini!kih simptoma kod 
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reumatoidnog artritisa (168). Signifikantno povi!ene vrednosti IL-17 u odnosu na 
kontrolnu grupu registrovane su i kod Behcetove bolesti, a kod Sjögrenovog sindroma IL-
17 zna"ajno doprinosi disfunkciji pljuva"nih #lezda (169,170). U serumu bolesnika sa 
astmom utvr$en je povi!en nivo IL-17, a njegova vrednost korelira sa te#inom bolesti 
(171,172). IL-17 igra va#nu ulogu i u patofiziologiji inflamatorne bolesti creva (173). 
Alelske varijante gena citokina su povezane sa ve%om ili manjom produkcijom citokina. 
Predpostavka je da te alelske varijacije mogu da uti"u na ekspresiju i/ili aktivnost IL-17, 
!to dalje implicira njihov uticaj na nastanak autoimunskih bolesti. IL-17A i IL17F geni su 
mapirani na istom hromozomu na poziciji 6p12, a naj"e!%e ispitivani polimorfizmi u genu 
za IL-17A je G197A, rs2275913, a genu za IL-17F je C7488T, rs763780. Nosioci alela A 
u polimorfizmu rs2275913 produkuju vi!e IL-17 i imaju pove%an rizik za nastanak 
autoimunskih bolesti, a C alel u polimorfizmu rs763780 ima protektivnu ulogu u 
inflamatornim bolestim. Pokazano je da su ovi polimorfizmi povezani sa reumatoidnim 
artritisom i ulceroznim kolitisom (174,175). 
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1.8 IL-23 
 
IL-23 je, kao !to je napred re"eno, heterodimer koji se sastoji od dve subjedinice, p40 
koju deli sa IL-12 i p19 koja se ozna"ava i kao IL-23A (62). IL-12 i IL-23 pripadaju istoj 
familiji pro-inflamatornih citokina i oba citokina mogu da aktiviraju STAT4 i da 
stimuli!u produkciju INF#. Za razliku od IL-12 koji deluje na naivne CD4+ T $elije 
indukuju$i njihovu diferencijaciju u pravcu Th1 $elija, IL-23 deluje na memorijske CD4+ 
T limfocite. Receptor za IL-23 se formira od strane %1 subjedinice IL-12 (IL-12R%1) i od 
IL-23 specifi"ne subjedinice IL-23R (Slika 11.) (176). IL-23R je asocirana sa Janus 
kinazom 2 - Jak2 i aktivira STAT3, dok IL-23R%1 intereaguje direktno sa Tyrosin 
kinazom 2 - Tyk2. IL-23 indukovana aktivacija STAT3 dovodi do direktnog vezivanja 
fosforilisanog STAT3 za promotore IL17-A i IL-17F (152). STAT3 pozitivno reguli!e 
ekspresiju ROR#, koji ima klju"nu ulogu u ekspresiji ova dva citokina (177). Pored toga, 
IL-23 indukovana Jak2 kinaza aktivira fosfoinositol 3 kinazu - PI3K, alfa-serin-treonin 
kinazu - AKT i NF-kB signalne puteve koji su tako&e odgovorni za IL-17 produkciju. 
SOCS3 mogu suprimirati Jak2 kinazu i na taj na"in umanjiti IL-23 indukovanu IL-17 
produkciju (178). 
 
Preuzeto: Trinchieri G. Nat Rev Immunol. 2003;3:133-46 
Slika 10. !ematski prikaz receptora za IL-12 i IL-23 
IL-23 produkuju prvenstveno dendriti"ne $elije i makrofagi. On kao i IL-12 stimulacijom 
INF# reguli!e Th1 odgovor. Me&utim, IL-23 ima i jedinstvenu ulogu u odr'avanju Th17 
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!elija i time va"nu ulogu u patogenezi autoimunskih bolesti. Ekspresija IL-12R#2 i IL-
23R receptora je od klju$ne va"nosti da li !e se IL-12 ili IL-23 uklju$iti u diferencijaciju 
u pravcu Th1 ili Th17. Samo memorijske i/ili aktivirane T !elije eksprimiraju IL-23R, 
naivne CD4+ T !elije nemaju taj molekul, %to ukazuje na ranu inhibiciju diferencijacije u 
pravcu Th17 !elija. INF& i IL-4 inhibiraju ekspresiju IL-23R na naivnim CD4+ T 
limfocitima i na taj na$in isklju$uju Th17 diferencijaciju (179). 
Gen za IL-23R je kod $oveka lociran na hromozomu br. 1, u regionu 1p31.3. Cho i 
saradnici su pokazali udru"enost polimorfizama u genu za IL-23R sa inflamatornom 
bole%!u creva, psorijazom i ankiloziraju!im spondilitisom (180). Zamena arginina 
glutaminom na poziciji 381 u polipeptidu je varijacija koja smanjuje verovatno!u za 
razvoj ovih bolesti. Sve tri bolesti su povezane sa pove!anom produkcijom IL-17 i 
prisustvom Th17 !elija. Nisu samo polimorfizmi IL-23R gena udru"eni sa oboljevanjem 
od IBD, ve! su Barrett i saradnici na preko 3.000 obolelih pokazali udru"enost sa 
Kronovom bole%!u vi%e od 30 lokusa, uklju$uju!i STAT3, p40, Jak2 i hemokin receptor 
CCR6 (181). 
 
Preuzeto: Di Cesare A et all. J Investigative dermatology 2009;129:1339-50 
Slika 11. !ematski prikaz prenosa signala IL-23R 
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Vezivanje heterodimeri!nog IL-23, za njegov heterodimeri!an receptor, koji se sastoji od 
IL-12R"1 i IL-23R, izaziva konformacione promene u citoplazmati!nom repu receptora, 
#to dovodi do aktiviranja autofosforilacijom vezane Jak2 kinaze. Aktivirana Jak2 kinaza 
fosforili#e citoplazmati!ni rep IL-23R. To dovodi do regrutovanja STAT3 monomera iz 
citoplazme i do njihove fosforilacije. Aktivirani monomeri STAT3 prave dimere i ulaze u 
jedro gde zapo!inju transkripciju (Slika 12.) (152). 
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1.9 Nuklearni  receptor  ROR!t 
 
Nuklearni ROR receptori su !lanovi porodice receptora intracelularnih transkripcionih 
faktora. Protein RORc, ROR" ili humani RAR srodni orfan receptor C je transkripcioni 
faktor, !lan NR1 familije nuklearnih hormonskih receptora, kodiran humanim genom 
RORC na prvom hromozomu, 1q21.3 (182). Postoje tri oblika receptora ROR#, ROR$ i 
ROR" i svaki je kodiran posebnim genom RORA (15q22.2), RORB (9q21.13) i RORC 
(1q21.3). Svaki od tri gena generi%e nekoliko izo formi koje se razlikuju samo u amino 
terminalnom kraju (Slika 13.). ROR se vezuju kao monomeri sa odre&enim elementima 
ROR odgovora – ROREs, koji sadr'e osnovni konsenzus AGGTCA motiv kome 
predhodi sekvenca od 6 baznih parova bogatih A/T. Pokazano je da ROR nisu 
konstitutivno aktivni ali je njihova aktivacija pod kontrolom, bilo da se vezuju sa 
koaktivatorima ili korepresorima, te na taj na!in mogu biti modulisani (183). 
 
Preuzeto: Wong H. Mol Gen Metabol. 2003;79:176-82 
Slika 12. !ematski prikaz RORC gena 
Selekcijom alternativnih promotora od RORC nastaju dve izoforme proteina ROR" i 
ROR"t. ROR" je eksprimiran na razli!itim (elijama ali jo% uvek nema definisanu 
funkciju. Za razliku od njega, tkivna distribucija ROR"t je ograni!ena na timus gde se 
isklju!ivo javlja na CD4+/CD8+ timocitima i indukuju(im (elijama limfoidnog tkiva. 
Funkcija ROR"t je ispitivana na mi%evima i pokazano je da ima va'nu ulogu u limfoidnoj 
organogenezi i regulatornu ulogu u timopoezi (Slika 14.) (184). 
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Preuzeto: Jetten A. Nucl Recept Signal.2009;7: e003 
Slika 13. !ematski prikaz strukture razli"itih humanih i mi#jih ROR izoformi. 
Skora!nje studije su ukazale na kriti"nu ulogu ROR#t u regulaciji diferencijacije Th17 
$elija. Naime, diferencijacija u pravcu Treg i Th17 $elija je "esto recipro"na, uklju"uju$i 
nekoliko pozitivnih i negativnih regulatornih mehanizama koji favorizuju jednu ili drugu 
populaciju $elija. 
ROR#t se indukuje za vreme diferencijacije antigen stimulisanih T pomo$ni"kih $elija u 
pravcu Th17 kao odgovor na IL-6 ili IL-21 i TGF%. IL-6 posreduje kroz aktivaciju 
STAT3. Deficijencija STAT3 zna"ajno o!te$uje aktivaciju ROR#t ekspresiju i Th17 
diferencijaciju, sugeri!u$i da je ova indukcija zavisna od STAT3 (152). Nasuprot tome, 
deficijencija SOCS3, negativnog regulatora STAT3 aktivnosti, podsti"e Th17 
diferencijaciju (153). Naredne studije su pokazale da je pored ROR#t i ROR& visoko 
indukovan za vreme STAT3 zavisne Th17 diferencijacije. Deficijencija ROR& 
redukovala je IL-17 i IL-23R ali ne i IL-17F ili IL-22 ekspresiju. Ova zapa'anja su 
pokazala da ROR& tako(e vr!i pozitivnu regulaciju Th17, mada postoji razlika u stepenu 
njihovog u"e!$a. Izgleda da ROR#t ima glavnu ulogu u ovom procesu, zato !to njegov 
nedostatak ima mnogo zna"ajniji efekat na ekspresiju Th17 citokina nego nedostatak 
ROR& (185). 
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Diferencijacija u pravcu Th17 je udru!ena sa pove"anom ekspresijom IL-21 i IL-23R 
(66,69). Indukcija IL-21 u odgovoru na IL-6 uklju#uje direktno vezivanje STAT3 za IL-
21 promotor. IL-21 kroz aktivaciju STAT3 sinergisti#ki deluje sa IL-6 i TGF$ u indukciji 
ekspresije ROR%t i IL-17. IL-21 je tako&e eksprimiran na T folikularnim pomo"ni#kim 
"elijama, novoj T "elijskoj populaciji koja se razvija nezavisno od ROR (186). Suprotno 
od IL-21, indukcija IL-23R je znatno smanjena kod ROR% deficijentnih mi'eva 'to 
ukazuje na to da je njegova ekspresija regulisana sa ROR%t. Sam IL-23R je deo pozitivne 
povratne sprege, koji dozvoljava vezivanje IL-23 i time poja#ava Th17 diferencijaciju 
preko aktivacije STAT3 (79). 
ATRA je funkcionalni ligand ROR$ koji je sposban i da se ve!e za ROR% i da inhibira 
ROR% posredovanu transaktivaciju. ATRA je proizveden od strane dendriti#nih "elija i 
negativno reguli'e Th1 i Th2 diferencijaciju. ATRA tako&e inhibira indukciju Th17 
diferencijacije, represira ekspresiju IL-23R i IL-6R( i negativno reguli'e ekspresiju 
ROR%t u odgovoru na TGF$ i IL-6 i umesto toga promovi'e Foxp3 ekspresiju i 
subsekventno generi'e Treg "elije. Precizni mehanizam na koji ATRA inhibira ROR%t i 
indukuje Foxp3 jo' nije razja'njen, mada zbog toga 'to IL-2 indukuje Foxp3 ekspresiju 
putem STAT5, mo!da ATRA mo!e da pospe'i Foxp3 ekspresiju kroz pove"anje IL-2 
ekspresije i STAT5 aktivacije (187,188). Inhibicija Th17 diferencijacije ATRA-om mo!e 
objasniti protektivni efekat retinoida u animalnim modelima u autoimunskim bolestima. 
Ova supresija izgleda da je u vezi sa inhibicijom Th17 pre nego sa pove"anjem Treg 
"elija. 
U prisustvu TCR-a, tretman CD4+ T "elija sa IL-6 i TGF$1 indukuje diferencijaciju u 
pravcu Th17 i aktivaciju odre&enih gena uklju#uju"i gene za IL-21, ROR(, ROR%t, IL-
17, IL-17F, IL-22, i IL-23R. Interakcija IL-23 i IL-21 sa IL-23R i IL-21R poja#ava Th17 
diferencijaciju i ekspresiju ROR. ROR( i ROR%t su potrebni za indukciju IL-17, IL-17F i 
IL-23R, ali ne i za IL-21. Ravnote!a izme&u Foxp3, koja je indukovana samo tretmanom 
sa TGF$, odre&uje da li "e se CD4+ T "elije diferentovati u Th17 ili Treg "elije. ATRA, 
kroz aktivaciju RAR(-RXR kompleksa, vodi do pove"ane Foxp3 i smanjene ROR 
ekspresije. Foxp3 inhibi'e transkripcionu aktivnost ROR( i ROR%t interreaguju"i 
direktno sa ROR i pri tom izazivaju"i diferencijaciju u pravcu Treg i inhibi'u"i Th17 
diferencijaciju (Slika 15.) (189). 
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Preuzeto: Jetten A. Nucl Recept Signal.2009;7: e003 
Slika 14. !ematski prikaz uloge ROR"t u Th17 #elijskoj diferencijaciji 
 
Tokom proteklih godina postala je sve jasnija centralna uloga ROR!t u diferencijaciji 
Th17 "elija. Povi#en nivo IL-17 u autoimunskim bolestima ukazao je istovremeno na 
mogu"nost da ROR!t bude odli$na meta za farmakolo#ke manipulacije i atraktivnu 
terapijsku strategiju u razli$itim bolestima sa inflamatornom etiologijom (190). 
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1.10 Transkripcion  faktor  Foxp3 
 
Foxp3 je specifi!an transkripcioni faktor koji je glavni regulator razvoja i funkcije Treg 
"elija. Kodiran je genom od 11 egzona koji pripada familiji Fox gena i nalazi se na 
Xp11.23 hromozomu. Humanu Fox familiju !ini 43 !lana, podeljena u tri subfamilije: 
Foxp1, Foxp2 i Foxp3, a njihova disregulacija dovodi do uro#enih poreme"aja i razli!itih 
tumora (Slika 16.) (191). 
 
Preuzeto:„Forkhead Transcription Factors: Vital Elements in Biology and Medicine“, 
Alicia N. et all. Molecular Regulation of Cellular Immunity by FOXP3 
Slika 15. !ematski prikaz Foxp3 gena 
Foxp3 protein ima 431 amino kiselinu i molekulsku te$inu od 47,25kDa. Sadr$i 4 
potencijalno aktivna domena uklju!uju"i represor domen ZF. Represorni domen je 
lociran na N-terminalnom kraju i potreban je za represiju NFAT i NFkB posredovanu 
transkripcionu aktivnost (192). Foxp3, tako#e, ima ulogu transkripcionog aktivatora 
mnogih gena, uklju!uju"i CD25, CTLA4, GITR i folat receptor 4. Foxp3+ "elije nastaju 
u timusu i na periferiji. One koje su nastale u timusu migriraju u sekundarne limfoidne 
organe i suprimiraju antigen priming limfocita. Prvi susret sa antigenom naivnih Foxp3+ 
i naivnih Foxp3- "elija dovodi do nastanka Foxp3 memorijskih "elija koje su efikasne u 
migraciji u nelimfoidno tkivo. Memorijske Foxp3+ T "elije suprimiraju efektorsku T 
"elijsku funkciju, dok naivne Foxp3+ T "elije suprimiraju rani imunski odgovor u 
limfoidnom tkivu. Obe vrste, naivne i memorijske Foxp3+ T "elije su potrebne za 
odr$avanje tolerancije i prevencije autoimunskih bolesti (193). 
Mutacije u Foxp3 genu imaju uglavnom za posledicu smanjeni broj ili potpuno odsustvo 
Treg "elija, uzrokuju"i multiple autoimunske poreme"aje prisutne kod onih koji imaju 
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sindrom IPEX. Pacijenti koji boluju od razli!itih vrsta autoimunskih bolesti imaju 
relativnu disfunkciju Foxp3+ "elija. Pacijenti oboleli od razli!itih vrsta tumora imaju 
pove"an broj Foxp3+ Treg "elija koje inhibiraju sposobnost organizma da suprimira 
nastajanje kancerogenoh "elija. Somatske mutacije u Foxp3 genu su naj!e#"e kod tumora 
dojke, prostate i ovarijuma (194). 
Treg i Th17 "elije su recipro!no regulisane, uklju!uju"i i nekoliko pozitivnih i negativnih 
regulatornih mehanizama. Balans izme$u ekspresije ROR%t i Foxp3 igra klju!nu ulogu u 
determinaciji razvoja naivnih T "elija u pravcu Treg ili Th17. Foxp3 sadr&i represorni 
domen na N-terminalnom kraju i aktivni domen na C-terminalnom kraju, #to omogu"ava  
da protein ima funkciju aktivatora ili represora genske transkripcije. Foxp3 je 
predominantno eksprimiran na CD4+ CD25+ Treg "elijama. Foxp3 deficijentnim 
mi#evima nedostaju Treg "elije i oni su osetljivi na inflamatorne bolesti. Nasuprot tome, 
indukcja ili endogena ekspresija Foxp3 inhibira Th17 diferencijaciju. 
Regulacija Foxp3 ekspresije putem IL-6 i TGF beta igra va&nu ulogu u Th17/Treg 
diferencijaciji. TGF' indukuje Foxp3 ekspresiju i Treg diferencijaciju kod zamorca. Iako 
TGF' mo&e da pobolj#a ekspresiju ROR( i ROR%t, Foxp3 se indukuje mnogo vi#e, pa se 
ravnote&a ROR/Foxp3 pomera ka Foxp3 i Treg diferencijaciji. Dodatno IL-6 i IL-21 
inhibiraju indukciju Foxp3 od strane TGF' i aktiviraju ROR( i ROR%t ekspresiju, !ime 
se ravnote&a ROR/Foxp3 pomera u korist Th17 diferencijacije (112). Ova zapa&anja 
ukazuju na to da Foxp3 potiskuje Th17 diferencijaciju antagonizuju"i ROR%t funkciju pre 
nego inhibiraju"i njegovu ekspresiju. Ovaj antagonizam je posredovan kroz direktnu 
interakciju Foxp3 sa ROR( i ROR%t. Pored toga u nedavno objavljenim rezultatima 
Knops i saradnika, potvr$ena je uloga SOCS2 proteina u inhibiciji razvoja Th2 "elija i 
regulaciji stabilnosti iTreg "elija (195). 
Brojni drugi citokini i transkripcioni faktori uti!u na balans Tger i Th17 diferencijaciju. 
Za razliku od IL-6, IL-21 i IL23, IL-2 inhibi#e ROR%t ekspresiju i Th17 diferencijaciju 
preko STAT5 zavisnog mehanizma i promovi#e generisanje Treg "elija. IL-10 inhibira 
Th1 diferencijaciju, ali tako$e suprimira i Th17 diferencijaciju i ekspresiju ROR%t i IL-
17. )tavi#e, tretiranje IL-10+ makrofaga sa LPS zna!ajno indukuje ekspresiju ROR%t i 
IL-17. Pored toga IFR4 je potreban za Th17 diferencijaciju, IRF4 je va&an za IL-21 
indukovanu Th17 diferencijaciju. Ekspresija ROR(, ROR%t i IL-17 je zna!ajno 
redukovana kod IFR4 deficijentnih T "elija, dok je Foxp3 pove"an, #to indikuje da IRF4 
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tako!e ima ulogu u regulisanju ravnote"e izme!u Th17 i Treg #elija. Ovaj balans je pod 
kompleksnom kontrolom u koju su uklju$eni mnogi transkripcioni faktori (196). 
Kod Treg #elija je ustanovljeno nekoliko molekula i puteva aktivacije Foxp3 ekspresije. 
TGF% preko SMAD signalnog puta, IL-2 putem STAT5 i INF& preko STAT1 daju 
pozitivnu signalizaciju za aktivaciju ekspresije Foxp3 u Treg #elijama (91). Foxp3 
ekspresija nije regulisana samo transkripcionim faktorima ve# i epigeniti$kim 
mehanizmima, metilacijom DNK molekula i remodelovanjem hromatina, 'to 
podrazumeva odre!ene promene u acetilaciji histona. 
Zanimljiva je epigeniti$ka kontrola FOXP3 lokusa. Epigeniti$ke modifikacije 
podrazumevaju nasledne i reverzibilne promene funkcije gena bez promene DNK 
sekvence u genomu. Dodavanjem (ili oduzimanjem) acetilnih i metilnih grupa na DNK 
molekul ili na aminokiseline koje grade histone, dolazi do druga$ijeg pakovanja DNK 
molekula i do promene dostupnosti pojedinih gena u procesu prepisivanja. Metilacija 
molekula DNK u biohemijskom smislu predstavlja kovalentno vezivanje metilne grupe 
na 5’ atom ugljenika, 'to se de'ava pre svega u CpG ostrvcima. CpG ostrvca su podru$ja 
u promotorskom regionu gena od oko 500bp koja poseduju vi'e od 55% nukleotida sa 
bazama G+C. U funkcionalnom smislu metilacija DNK molekula dovodi do inaktivacije 
gena, a demetilacija DNK i acetilacija histona dovode do aktivacije gena. Na taj na$in se 
omogu#ava „uklju$ivanje“ i „isklju$ivanje“ pojedinih gena, 'to se odra"ava na 
transkripciju i mo"e da rezultira smanjenom ekspresijom gena ili disfunkcijom proteina. 
U Foxp3 lokusu opisano je vi'e epigeniti$kih markera, kao 'to su acetilacija i metilacija 
histona i metilacija citozinskog ostatka u CpG dinukleotidima kod naivnih CD4+CD25- 
T #elija, aktiviranih CD4+ #elija i TGF%- indukovanih, iTreg #elija, dok su prirodne, 
nTreg #elije, kompletno demetilovane. DNK metiltransferaza je asocirana sa Foxp3 
lokusom kod CD4+ #elija a metilacija CpG rezidua potiskuje Foxp3 ekspresiju (197,198). 
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2.1 Radna  hipoteza 
 
Predpostavka ovog istra!ivanja je da kod obolelih od AFS postoji poja"an Th17 odgovor 
i da su citokini IL-6, TGF#, IL-17, IL-23 i transkripcioni faktori ROR$t i Foxp3 uklju"eni 
u inicijaciju ili odr!avanje Th17 odgovora. 
Prisustvo polimorfnih varijanti u genima za IL-17, IL-23, TGF  i IL-6, transkripcione 
faktore ROR!t i Foxp3, mo!e biti povezano sa nastankom antifosfolipidnog sindroma ili 
sa nekim klini"kim simptomima bolesti. 
 
Ovakvim ispitivanjem je mogu%e otkrivanje novih gena udru!enih sa AFS i sa 
autoimunskim i inflamatornim odgovorom, a sti"u se nova saznanja o etiologiji i 
patogenezi AFS, dok bi dobijeni rezultati mogli da omogu%e novi pristup prevenciji i 
le"enju ove bolesti. 
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2.2 Ciljevi  istra!ivanja 
 
Predmet istra!ivanja ove doktorske disertacije je analiza polimorfizama gena zna"ajnih za 
diferencijaciju Th17 i T regulatornih #elija kod bolesnika sa antifosfolipidnim 
sindromom. U skladu sa tim, definisali smo slede#e ciljeve istra!ivanja: 
 
  
1. Da se ispita da li je koncentracija citokina IL-17, IL-23, TGFß i IL-6 pove#ana 
kod obolelih od AFS 
 
2. Da se utvrdi u"estalosti genotipova i alela odabranih polimorfizama gena za IL-
17, IL-23, TGF$, IL-6, ROR%t i Foxp3 u grupi ispitanika sa primarnim, 
sekundarnim AFS i u kontrolnoj grupi ispitanika. 
 
3. Da se analizira da li postoji povezanost genotipa u polimorfnim lokusima gena za 
IL-17, IL-23, TGFß i IL-6 sa koncentracijom odgovaraju#ih citokina 
 
4. Da se analizira da li postoji povezanost genotipa u ispitivanim polimorfnim 
lokusima sa imunolo&kim i klini"kim simptomima bolesti 
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3.0 M E T O D O L O G I J A 
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3.1 Ispitanici 
 
Ovim ispitivanjem je obuhva!eno 100 bolesnika bele rase, obolelih od antifosfolipidnog 
sindroma, koji su selektovani u dve grupe: primarni AFS, grupa PAFS i sekundarni AFS, 
naj"e#!e udru$en sa SLE, grupa SAFS. Obe grupe broje po 50 pacijenata, a kontrolnu 
grupu "ini 50 zdravih osoba odgovaraju!ih po polu i uzrastu. 
Laboratorijska dijagnostika je obuhvatala imunolo#ka i geniti"ka ispitivanja. Imunolo#ka 
ispitivanja su ra%ena u Imunolo#koj laboratoriji KBC „Be$anijska kosa“ i u Institutu za 
imunologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. U KBC „Be$anijska kosa“ vr#ena je 
detekcija antinuklearnih antitela - ANA, indirektnom imunofluorescencom - IIF, 
detekcija anti dsDNK, anti KL i anti ß2GP-I antitela primenom ELISA metode, kitom 
„Bindingsite“. Anti Ro i anti La antitela, SS-A i SS-B, su odre%ivana ImmunoCAP 
metodom. Koncentracija IL-6 je merena elektro-hemi-luminescencijom - ECL na aparatu 
„Elecsys 2010“. U Institutu za imunologiju Medicinskog fakulteta je merena 
koncentracija IL-17, IL-23 i TGF&, ELISA metodom, kitom „eBioscience“. 
Tabela 1. Ispitivani polimorfizmi i njihove pozicije 
 
Polimorfizam Citokin Hromozom Pozicija 
rs2275913 IL-17A 6 52051033 
rs763780 IL-17F 6 52100739 
rs11209026 IL-23 1 67705958 
rs1800795 IL-6 7 22766645 
rs1800471 TGF& 19 41858876 
rs9826 ROR't 1 151778899 
rs3761548 Foxp3 X 49118241 
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Molekularno-geneti!ka ispitivanja su vr"ena u Institutu za humanu genetiku Medicinskog 
fakulteta i Institutu za neurologiju Klini!kog centra Srbije (Tabela 1.). DNK je izolovana 
iz zamrznute krvi ispitanika putem Wizard Genomic DNA Extraction Kit Promega i 
klasi!nom metodom isoljavanja. U molekularno-geneti!koj laboratoriji Instituta za 
humanu genetiku je metodom alel-speci!i!nog PCR analiziran genski polimorfizam u 
genima za IL-6 i TGF , a u laboratoriji za geneti!ku i molekularnu dijagnostiku Instituta 
za neurologiju su detektovani polimorfizmi u genima za IL-17A, IL-17F, IL-23, ROR#t i 
Foxp3 putem Real time PCR tj. Q-PCR metode na aparatu ABI Prism 7500 Real-Time 
PCR System, Applied Biosystems, U.S.A. 
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3.2 Izolacija  genomske  DNK  iz  nuklearnih  !elija 
 
Limfociti periferne krvi su najpristupa!niji za izolaciju genomske DNK. Uzima se 10ml 
venske krvi sa antikoagulansom (Na-citrat, EDTA) i inkubira 10-15min na ledu sa istim 
volumenom pufera za lizu (0,32M saharoza, 10mM Tris, 1% Triton100, 5mM MgCl2). 
Sme"a se centrifugira 10-15min na 2.000-3.000 rpm, supernatant se odbaci, a pelet se 
resuspenduje u 5-10ml pufera (0,075M NaCl, 0,025M EDTA pH 8,0) nekoliko puta, dok 
pelet ne pobeli. Posle svakog ispiranja se vr"i centrifugiranje 15min na 2.000-3.000rpm. 
Vi"estrukim ispiranjima se odstranjuju membrane liziranih #elija. 
Nakon poslednjeg ispiranja odlije se supernatant, a talogu se doda 3ml pufera A (10mM 
Tris HCl, 400mM NaCl, 2mM EDTA pH 8,0), 200µl 10% SDS i 50µl rastvora proteinaze 
K (10mg/ml). Uzorak se dobro resuspenduje i ostavi preko no#i na 37
0
C. 
Slede#eg dana se doda 1ml 6M NaCl i sna$no mu#ka dok rastvor ne pobeli. NaCl 
pove#ava rastvorljivost DNK. Rastvor se zatim centrifugira 15min na 3.000rpm, da se 
proteini istalo$e, a supernatant se prenese u !istu epruvetu od 10ml. Ovaj proces 
precipitacije proteina se ponovi jo" dva puta. 
Posle poslednjeg centrifugiranja supernatant se odvoji u !istu graduisanu epruvetu, doda 
se isti volumen izopropanola i pa$ljivim mu#kanjem DNK precipitira u vidu beli!astog 
kon!i#a koji se namota na zakrivljenu Pasterovu pipetu i potopi 30sec. u 70% ledeni 
etanol. DNK se osu"i na vazduhu tridesetak sekundi, i postupak se ponovi nekoliko puta, 
a zatim se DNK rastvori u 500µl TE pufera (10mM Tris HCl, 1mM EDTA pH 8,0). 
Koncentracija DNK u rastvoru se odre%uje preko apsorbancije na &=260nm za DNK i 
&=280nm za rezidualne proteine. Absorbanciju od 1OD daje 50µg/ml dvolan!ane DNK. 
Formula za dobijanje koncentracije DNK je: 
DNKconc=A260nm x 50µg/ml x razbla$enje 
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Odnos absorbancija na !=260nm i !=280nm (A260nm/A280nm) daje informaciju o "isto#i 
dobijenog uzorka. Ukoliko je odnos absorbancija 1,8-2,0 uzorak je visoke "isto#e, a 
ukoliko je taj odnos manji od 1,8 u uzorku postoji kontaminacija proteinima. 
 
Reakciona sme$a (25µl) imala je sastav: 
10x PCR pufer       2,5 µl 
dNTP (2,5mM svaki)       0,5 µl 
R prajmer (300ng/µl)       0,5 µl 
F prajmer (300ng/µl)       0,5 µl 
MgCl2 (50mM)       2,0 µl 
DNK (100ng/µl)                10,0 µl 
reH2O             do 25,0µl 
vodeni rastvor Taq (10mM) 6,8µl dH2O+0,2µl Taq)   7,0 µl 
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3.3 Alel  specifi!ni  PCR 
 
IL-6 i TGF! genotip kod ispitanika odre"ivan je primenom metode alel-specifi#ni PCR 
(Slika 17.). U ovoj metodi jedan prajmer je univerzalan, bez obzira na genotip, a drugi je 
konstruisan u dva oblika, koji odgovaraju razli#itim alelnim formama. U ispitivanju 
polimorfizma u genu za IL6 nukleotid na 3’ kraju Fw prajmera je bio C odnosno G, $to 
omogu%ava komplementarno vezivanje za G odnosno C alel na ispitivanoj poziciji. Sa 
svakim uzorkom DNK ra"ene su po dve PCR reakcije: sa parom prajmera Fw(C) i Rv i 
sa parom prajmera Fw(G) i Rv. Amplifikacija u samo jednoj reakciji ukazuje na 
homozigotan genotip za dati alel (CC ili GG), dok amplifikacija u obe reakcije govori o 
heterozigotnom genotipu (CG). U analizi polimorfizma u genu za TGF! Fw prajmer je 
bio stalan, a Rv prajmer je bio alel-specifi#an, sa istim genotipskim kombinacijama kao i 
kod IL6 polimorfizma. Za umno&avanje regiona u okviru kjih se nalaze ta#kasti 
polimorfizmi kori$%eni su slede%i prajmeri: 
IL-6 
Fw(C): 5’ CCCTAGTTGTGTCTTGCC 3’ 
Fw(G): 5’ CCCTAGTTGTGTCTTGCG 3’ 
Rv:  5’ GAGCTTCTCTTTCGTTCC 3’ 
TGF! 
Fw: 5’ GGC.TCC.GGT.TCT.GCA.CTC 3’ 
Rv(C): 5’ GTG.CTG.ACG.CCT.GGC.CC 3’ 
Rv(G): 5’ GTG.CTG.ACG.CCT.GGC.CG 3’ 
 
Reaekciona sme$a za PCR volumena 25mcl imala je sastav: 
10x PCR pufer       2,5 µl 
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10mM dNTPs        0,5 µl 
R prajmer (300ng/µl)       0,5 µl 
F prajmer (300ng/µl)       0,5 µl 
MgCl2 (25mM)       1,5 µl 
Taq polimeraza (5U/ µl)      0,2 µl 
DNK (300ng/µl)                  1,0 µl 
reH2O              do 25,0 µl 
PCR reakcija izvo!ena je u aparatu ABI Thermal Cycler, a uslovi PCR reakcije bili su: 
po"etna denaturacija na 95
0
C u trajanju od 5 min, zatim 40 ciklusa sa tri koraka: 
denaturacija na 94
0
C u trajanju od 45 sek, hibridizacija prajmera na 59,50
0
C u trajanju od 
45 sek, ekstenzija na 72
0
C u trajanju od 1 min, i na kraju zavr#na ekstenzija na 72
0
C u 
trajanju od 7 min. Produkt PCR reakcije imao je du$inu od 190 bp za IL6 odnosno 233bp 
za TGF% lokus. 
 
 
 
 
Slika 16. Deo sekvence promotorskog regiona gena IL-6 sa polimorfizmom -174G/C 
(obele!en crvenom bojom) 
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3.4 Poliakrilamidna  gel  elektroforeza 
 
Uspe!nost PCR reakcije i produkti umno"avanja DNK proveravani su gel elektroforezom 
na 8% PAA gelu u puferu 1xTBE, pH 8.0, pri naponu od 230 V u trajanju oko dvadeset 
minuta. Elektroforeza se zasniva na #injenici da su makromolekuli razli#itog hemijskog 
sastava, a time se razlikuju po veli#ini, konformaciji, tipu i koli#ini naelektrisanja koje 
nose. Sve ovo rezultira u njihovoj razli#itoj pokretljivosti, !to je iskori!$eno za 
razdvajanje aminokiselinskih i polinukleotidnih fragmenata na gelu pri delovanju 
elektri#ne struje. Su!tina gel elektroforeze je u tome !to se negativno naelektrisane #estice 
fosfatne grupe sa spolja!nje strane molekula DNK kre$u ka anodi u elektri#nom polju. 
Sastav gela bio je slede$i: 
40% Acrylamide, 2 ml (8%) 
5xTBE (Tris, borna kiselina i EDTA) koji deluje kao pufer, 2 ml 
H2O, 6 ml 
APS (amonijum persulfat) koji je katalizator, 70 µl 
TEMED (tercijarni amin) koji inicira polimerizaciju, 13 µlKsilen cianol/ Bromfenol 
plavo za vizualizaciju uzorka 
Gelovi su pripremani tako !to su svi sastojci dodavani navedenim redosledom i ta sme!a 
sipana je u kalupe za gel i ostavljena da polimerizuje na sobnoj temperaturi. Pripremljeni 
amplifikati su bojeni bojama ksilen cianol i brometilen plavo radi lak!e vizuelizacije 
razdvajanja prilikom elektroforeze i sipani u bunar#i$e na gelu. Elektroforeza se vr!ila u 
sistemu za elektroforezu pod konstantnim naponom od 230 V. 
Po zavr!etku elektroforeze za bojenje gela kori!$ena je fluoroscentna boja EtBr - etidijum 
bromid, a produkti PCR reakcije vizualizovani su prosvetljavanjem gelova na UV 
transiluminatoru (%=254nm). Prisustvo diskretne trake odre&ene du"ine ukazivalo je na 
uspe!nu amplifikaciju promotorskog regiona gena. U slu#aju da je do!lo do amplifikacije 
samo u jednoj reakciji (za svaki uzorak ra&ene su po dve reakcije), radilo se o 
homozigotnom genotipu, GG ili CC, me&utim ako se amplifikacija mogla vizualizovati 
za oba prajmera, radilo se o heterozigotnom genotipu G/C (Slika 18.). 
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Slika 17. Elektroforetski akrilamidni gel koji je slu!io za proveru PCR reakcije i 
genotipizaciju kod alel-specifi"nog PCR-a 
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3.5 Real-time  PCR  (Q-PCR) 
 
Real-time PCR ( PCR u „realnom“ vremenu) je postupak koji se temelji na standardnom 
PCR-u, ali se analiza produkata vr!i kontinuirano, !to omogu"ava pouzdanu 
kvantifikaciju. Rezultati dobijeni detekcijom PCR produkata nakon gel-elektroforeze, 
tradicionalnom PCR metodom, nisu dovoljno pouzdani zbog toga !to se detekcija vr!i u 
zavr!noj fazi, nakon platoa, kada je ve" istro!en veliki deo reakcionih komponenata 
sistema i kada je veliki deo nastalih PCR produkata zahva"en degradacionim procesima. 
RQ-PCR metodom detekcija PCR amplifikacije vr!i se u eksponencijalnoj fazi, u kojoj se 
amplifikacija najbr#e de!ava, a reakcija je u ovoj fazi visoko specifi$na i precizna. 
Tako%e, RQ-PCR pouzdaniji je od tradicionalnog PCR-a, jer omogu"ava detekciju 
razlike u amplifikaciji ispitivanih uzoraka od samo 2x, dok obi$an PCR detektuje razliku 
u amplifikaciji tek ako je ona 50x ili ve"a. Detekcija putem RQ-PCR-a se vr!i na nekom 
od ciklusa, koji su sastavni deo eksponencijalne faze, a podrazumeva detekciju 
fluorescencije, emitovane od strane fluorescentne probe, koja se koristi kao sistem za 
detekciju. 
TaqMan proba na svojim krajevima ima prika$enu reportersku (R) i prigu!iva$ku (Q) 
boju. Kada je TaqMan proba slobodna ili vezana za DNK molekul, prigu!iva$ka boja 
blokira emisiju fluorescencije sa reporterske boje. Reporterska boja vezana je za 5' kraj 
TaqMan probe, dok je prigu!iva$ka boja vezana za 3' kraj. Nakon denaturacije DNK u 
fazi hla%enja kada se za DNK matricu aniluju prajmeri, dolazi do vezivanja i TaqMan 
probe za specifi$an region na DNK (jedna TaqMan proba po jednom molekulu DNK 
matrice). 
Nakon toga u fazi u kojoj Taq polimeraza 5'-3' polimeraznom aktivno!"u dodaje 
nukleotide, istovremeno dolazi i do uklanjanja TaqMan probe sa DNK matrice 5'-3' 
egzonukleaznom aktivno!"u. Ovim procesom udaljava se prigu!iva$ od reportera i 
emituje se fluorescencija od strane reporterske boje, po!to se prigu!iva$ka boja vi!e ne 
nalazi na odgovaraju"oj udaljenosti od reportera, te nema blokade emisije. 
Polimorfizam koji poti$e od razlike u jednom jedinom nukleotidu, izme%u dve alelne 
forme mo#e se dektovati kori!"enjem Q-PCR metode. U tu svrhu obi$no se koriste 2 
TaqMan probe koje se razlikuju u jednoj bazi od interesa i obele#ene su razli$itim 
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bojama, te emituju razli!itu fluorescenciju. Ukoliko aparat detektuje jednu boju – prisutan 
je jedan alel; ukoliko detektuje drugu boju – prisutan je drugi alel; dok detekcija obe boje 
ozna!ava prisustvo heterozigota. Ovaj RQ-PCR ura"en je na ure"aju ABI Prism 7500 
Real-Time PCR System, Applied Biosystems, U.S.A. Kori#$eni su TaqMan SNP 
Genotyping Assays sa dve TaqMan probe obele%ene „VIC®“ i „ FAM®“ fluorescentnom 
bojom. Dobijeni rezultati su obra"eni primenom programa 7500 Software, Applied 
Biosystems, U.S.A. (Slika 20. i 21.). 
Za izvo"enje PCR reakcije kori#$eni su oligonukleotidi na osnovu rezultata analiza koji 
se nalaze u bazi podataka National Center for Biotechnology Information. Na osnovu 
ovih podataka sintetisane su specifi!ne oligonukleotidne probe i setovi prajmera za IL-
17A, IL-17F, IL-23, ROR&t i Foxp3, koji su komercijalno dostupni. U reakciji 
amplifikacije upotrebljena je reakciona sme#a 2x za PCR. 
Reakciona sme#a: 
TaqMan RT-PCR master mix 2x     7,50µl 
primer and probe mix 20x      0,75µl 
DNK         2,25µl 
reH2O                do 15,00µl 
 
 
 
Slika 18. Tabelarni prikaz rezultata Q-PCR reakcije za rs2275913 
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Slika 19. Grafi!ki prikaz rezultata Q-PCR reakcije za rs2275913 
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3.6 Statisti!ka  obrada  podataka 
 
U obradi podataka kori!"ene su metode deskriptivne i analiti#ke statistike. 
U okviru deskriptivne statistike, za ispitivane varijable odre$ivani su relativni odnosi 
(procenti), srednja vrednost, minimalna i maksimalna vrednost i standardna greska. 
Provera normalnosti raspodele izvr!ena je primenom Kolmogorov-Smirnovljevog testa. 
U okviru analiti#ke statistike, za procenu zna#ajnosti razlike izme$u grupa kori!"eni su 
Studentov t test, odnosno analiza varijanse (ANOVA) u slu#aju vi!e grupa. U 
slu#ajevima kada su podaci odstupali od pretpostavki za primenu parametarskih testova, 
primenjeni su analogni neparametarski, Man-Vitnijev U test (Mann-Whitney) i Kruskal- 
Valisova (Kruskal-Wallis) neparametarska analiza varijanse. 
U#estalosti alela i genotipova su odre$ivane metodom prebrojavanja. Za procenu 
zna#ajnosti razlike u u#estalostima kori!"eni su %& test i Fi!erov egzaktni test. 
Povezanost analiziranih obele'ja ispitivana je na osnovu Pirsonovog koeficijenta 
korelacije (Pearson, r) i Spirmanovog koeficijenta korelacije rangova (Spearman, (). 
Dobijeni rezultati imunolo!kih i geneti#kih analiza i klini#kih parametara obe grupe 
bolesnika, kao i kontrolne grupe, su statisti#ki obra$eni kori!"enjem softverskih paketa 
IBM SPSS v.19 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) i Statistica v.7 (Statsoft Inc., Tulsa, 
USA). Analiza haplotipova ura$ena je pomo"u programa SNPStats (260). Rezultati su 
predstavljeni tabelarno i grafikonima. 
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4.1 Demografske  karakteristike  ispitanika 
 
Analizirano je ukupno 100 ispitanika obolelih od Antifosfolipidnog sindroma i 50 zdravih 
ispitanika kontrolne grupe (K). Ispitanici oboleli od AFS su selektovani u dve grupe: 50 
ispitanika sa primarnim AFS - PAFS i 50 ispitanika sa sekundarnim AFS - SAFS, 
udru!enim sa SEL. 
Prose"ne vrednosti !ivotne dobi obolelih ispitanika i ispitanika kontrolne grupe zna"ajno 
se ne razlikuju (Tabela 2.). U sve tri grupe preovla#uju osobe !enskog pola, jer je 
poznato da je ve$a prevalencija AFS kod !ena. 
Tabela 2. Starosna i polna struktura obolelih od primarnog AFS, obolelih od 
sekundarnog AFS i ispitanika kontrolne grupe 
 
Grupe pacijenata Starost (srednja vrednost ± standardna gre!ka) Pol ("/M) 
Primarni AFS (n=50) 45.3 ± 1.8 god. 37/13 
Sekundarni AFS (n=50) 46.0 ± 1.9 god. 44/6 
Kontrolna grupa (n=50) 44.8 ± 1.8 god. 34/16 
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4.2 Imunolo!ke  karakteristike  ispitanika 
 
Jedan od kriterijuma za potvrdu dijagnoze Antifosfolipidnog sindroma je i prisustvo anti 
kardiolipinskih antitela i antitela na !2 glikoprotein I, IgG i IgM klase i lupus 
antikoagulansa. 
Anti kardiolipinska antitela i antitela na !2 glikoprotein I obe klase se sa pribli"no istom 
u#estalo$%u javljaju i kod primarnog i kod sekundarnog AFS (oko 50%), za razliku od 
kontrolne grupe, gde se ta antitela javljaju retko, u najvi$e tri (6%) ispitanika (Tabela 3.). 
Povi$en lupus antikoagulans se tri puta #e$%e javlja kod obolelih sa primarnim AFS 
(72%) u odnosu na obolele sa sekundarnim AFS (20%), dok je prisustvo ANA gotovo 
$est puta #e$%e kod obolelih sa sekundarnim AFS (54%) u odnosu na obolele sa 
primarnim AFS (8%). Lupus antikoagulans nije meren kod ispitanika kontrolne grupe. 
Nijedan ispitanik kontrolne grupe nije imao pozitivna antinuklearna antitela. 
Tabela 3. Prikaz prisutva antitela kod obolelih od primarnog AFS, sekundarnog 
AFS i kod ispitanika kontrolne grupe 
 
ANTITELA PAFS (n=50) SAFS (n=50) KONTROLA (n=50) 
aCL IgG 25 (50%) 22 (44%) 2 (4%) 
aCL IgM 33 (66%) 32 (64%) 3 (6%) 
a"2GPI IgG 22 (44%) 26 (52%) 1 (2%) 
a"2GPI IgM 27 (54%) 30 (60%) 0 
LA 36 (72%) 10 (20%) - 
ANA 4 (8%) 27 (54%) 0 
 
Postoji visoka zna#ajnost razlike u#estalosti prisustva antitela aCL IgG, i IgM i a!2GP I 
IgG i IgM kod obolelih i od primarnog i od sekundarnog AFS u odnosu na kontrolnu 
grupu (p<0.001), ali ne postoji zna#ajnost razlike izme&u grupa PAFS i SAFS za ta 
antitela (Tabela 4.). Nema varijabilnosti (-) za LA i ANA u kontrolnoj grupi, te nije bilo 
mogu%e izra#unati zna#ajnost razlike u#estalosti za te parametre. U pore&enju primarnog 
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i sekundarnog AFS, visoka zna!ajnost razlike u!estalosti prisustva (p<0.001) postoji ba" 
kod ta dva parametra: LA i ANA. Zna!ajno su !e"#a ANA kod sekundarnog AFS, a LA 
kod primarnog AFS. 
Tabela 4. Prikaz zna!ajnosti razlike u prisustvu antitela po grupama ("
2
 test) 
 
ANTITELA p  (PAFS/K) p  (SAFS/K) p  (PAFS/SAFS) 
aCL IgG p<0.001 p<0.001 p=0.396 
aCL IgM p<0.001 p<0.001 p=0.765 
a!2GPI IgG p<0.001 p<0.001 p=0.254 
a!2GPI IgM p<0.001 p<0.001 p=0.386 
LA - - p<0.001 
ANA - - p<0.001 
 
U Tabeli 5. je prikazana prose!na koncentracija citokina IL-17, IL-23 i TGF$ kod 
ispitanika sve tri grupe. Sumarno, prose!na koncentracija sva tri citokina je ve#a kod 
pacijenata sa primarnim AFS (8.4pg/ml; 14.3pg/ml; 411.3pg/ml) nego u kontrolnoj grupi 
(4.3pg/ml; 7.8pg/ml; 158.7pg/ml). Koncentracija IL-17 je ve#a kod pacijenata sa 
sekundarnim AFS nego u kontrolnoj grupi. Koncentracija IL-23 je ve#a kod obolelih sa 
primarnim AFS u odnosu na obolele sa sekundarnim AFS i u odnosu na kontrolnu grupu. 
Tabela 5. Prose!ne vrednosti koncentracija interleukina (± standardna gre#ka) kod 
obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kod ispitanika kontrolne grupe 
 
KONCENTRACIJA 
CITOKINA (pg/mL) 
PAFS (n=50) SAFS (n=50) 
KONTROLA 
(n=50) 
IL-17 8.4 ± 1.1 7.6 ± 0.9 4.3 ± 0.5 
IL-23 14.3 ± 2.3 8.5 ± 1.4 7.8 ± 2.2 
TGF! 411.3 ± 79.6 288.3 ± 69.5 158.7 ± 39.8 
 
Fiziolo"ka koncentracija IL-6 je do 7.0pg/mL. Koncentracija IL-6 je bila nemerljiva 
(%1.5pg/ml) kod svih ispitanika kontrolne grupe. U grupi ispitanika sa sekundarnim AFS 
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je bilo tri puta vi!e pacijenata sa koncentracijom IL-6 preko fiziolo!ke granice u odnosu 
na ispitanike sa primarnim AFS (Tabela 6.). 
Tabela 6. Koncentracija IL-6 kod obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i 
kod ispitanika kontrolne grupe 
 
KONCENTRACIJA  IL-6 
(pg/mL) 
PAFS (n=50) SAFS (n=50) KONTROLA (n=50) 
! 1.5 41(82%) 23 (46%) 50 (100%) 
1.5-7 6 (12%) 17(34%) 0 
"7.0 3 (6%) 10 (20%) 0 
 
Kad smo uporedili koncentraciju IL-17 kod sve tri ispitivane grupe, bilo je evidentno da 
su razlike statisti"ki zna"ajne (Kruskal-Wallis test H=11.915, p=0.0026), i to da je 
zna"ajno ve#a koncentracija kod obolelih sa primarnim AFS (8.4 pg/ml) i obolelih sa 
sekundarnim AFS (7.6 pg/ml), u odnosu na ispitanike kontrolne grupe (4.3 pg/ml) 
(Kruskal-Wallis test multipna pore$enja p=0.008 i p=0.010) 
 
 
Grafikon 1. Prikaz koncentracija IL-17 po grupama (Kruskal-Wallis test H=11.915 
p=0.0026) 
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Postoji visoka zna!ajnost razlike koncentracije interleukina IL-23 izme"u analiziranih 
grupa (Kruskal-Wallis test H =21.482 p=0.0000). Pri tome je koncentracija zna!ajno ve#a 
kod obolelih sa primarnim AFS (14.3pg/ml) u odnosu na obolele sa sekundarnim AFS 
(8.5pg/ml) i na kontrolnu grupu (7.8pg/ml) (Kruskal-Wallis test multipna pore"enja 
p=0.0007 i p=0.0001). 
 
Grafikon 2. Prikaz koncentracija IL-23 po grupama (Kruskal-Wallis test H ( 2, N= 
150) =21.48204 p =0.0000) 
Razlika koja postoji u koncentracijama TGFß izme"u obolelih od primarnog i 
sekundarnog AFS i ispitanika kontrolne grupe nije bila statisti!ki zna!ajna (Kruskal-
Wallis test H=4.974 p=0.083); me"utim, pore"enje vrednosti kod dve grupe – oboleli od 
PAFS u odnosu na kontrolnu grupu – pokazalo je zna!ajnu razliku (p=0.042). 
 
Grafikon 3. Prikaz koncentracija TGFß po grupama (Kruskal-Wallis test H ( 2, N= 
147) =4.974435 p =0.0831; Mann Withney test p=0.042) 
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Razlika u koncentracijama IL-6 analizirana je na osnovu zastupljenosti po kategorijama 
(Grafikon 4.) Hi-kvadrat testom i Fi!erovim egzaktnim testom. Svi ispitanici kontrolne 
grupe su imali koncentraciju IL-6 manju od 1.5pg/mL, !to je donja granica merljivosti tog 
citokina. Zna"ajnost razlike postoji u pore#enju koncentracija IL-6 kod ispitanika sa 
primarnim i sekundarnim AFS (p=0.0008). Zna"ajno "e!$e oboleli od sekundarnog AFS 
imaju pove$anu koncentraciju IL-6, iznad fiziolo!ke granice. 
 
Grafikon 4. Prikaz koncentracija IL-6 po grupama 
 
Analizirali smo odnos koncentracija IL-17, IL-23 i TGFß u sve tri grupe ispitanika. Kod 
pacijenata sa primarnim AFS postoji visoko zna"ajna pozitivna korelacija izme#u 
koncentracija IL-17 i IL-23 (Spearman %=0.5403 p<0.01), a nema zna"ajne korelacije 
izme#u IL-17 i TGFß, kao ni izme#u IL-23 i TGFß (Grafikon 5.). 
 
Grafikon 5. Korelacija koncentracija IL-17A, IL-23 i TGFß kod ispitanika sa 
primarnim AFS 
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U grupi pacijenata sa sekundarnim AFS postji visoko zna!ajna pozitivna korelacija 
izme"u koncentracija IL-17 i IL-23 i zna!ajna pozitivna korelacija izme"u IL-17 i TGFß 
(Spearman #=0.5971 p<0.01 i #=0.3288 p<0.05 redom). Korelacija izme"u IL-23 i TGFß 
nije zna!ajna (Grafikon 6.). 
 
Grafikon 6. Korelacija koncentracija IL-17A, IL-23 i TGFß kod ispitanika sa 
sekundarnim AFS 
U grupi kontrola, nijedna od analiziranih korelacija nije bila statisti!ki zna!ajna (p>0.05 u 
svim slu!ajevima). 
 
Grafikon 7. Korelacija koncentracija IL-17A, IL-23 i TGFß kod ispitanika kontrolne 
grupe 
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4.3 Klini!ke  karakteristike  ispitanika 
 
Klini!ki simptomi koji se javljaju kod obolelih od AFS su gubitak ploda kod "ena i 
prisustvo arterijskih i venskih tromboza, dok je trombocitopenija potencijalan klini!ki 
kriterijum i stoga posebno interesantan za ispitivanje (Tabela 7.). Znatno je ve#a 
u!estalost svih klini!kih simptoma kod obolelih u odnosu na ispitanike kontrolne grupe. 
Sumarno, !e$#e je prisustvo gubitka ploda i venskih tromboza kod pacijenata sa 
primarnim AFS (73% i 38% kod PAFS u odnosu na 43% i 20% kod SAFS), dok se 
arterijske tromboze i trombocitopenija !e$#e javljaju kod pacijenata sa sekundarnim AFS 
(68% i 48% kod SAFS u odnosu na 52% i 28% kod PAFS). 
Tabela 7. Prisustvo klini!kih simptoma u grupi obolelih od primarnog AFS, 
sekundarnog AFS i kod ispitanika kontrolne grupe 
 
KLINI"KI  SIMPTOMI PAFS (n=50) SAFS (n=50) KONTROLA (n=50) 
Gubitak ploda 27 (73%) 19 (43%) 3 (8.57%) 
Venska tromboza 19 (38%) 10 (20%) 0 
Arterijska tromboza 26 (52%) 34 (68%) 0 
Trombocitopenija 14 (28%) 24 (48%) 0 
 
U kontrolnoj grupi nijedan ispitanik nije imao arterijsku ili vensku trombozu, kao ni 
trombocitopeniju (-), te stoga nije bilo mogu#e izra!unati zna!ajnost razlike u!estalosti 
ovih klini!kih simptoma kod obolelih sa primarnim, odnosno, sekundarnim AFS i 
kontrolne grupe. Iz Tabele 8. se vidi da visoka zna!ajnost razlike u!estalosti postoji za 
gubitak ploda i kod primarnog i kod sekundarnog AFS u odnosu na kontrolnu grupu 
(Mann Whitney test p<0.001). U pore%enju grupe obolelih sa primarnim u odnosu na 
obolele sa sekundarnim AFS, zna!ajno su !e$#i svi klini!ki simptomi kod obolelih sa 
primarnim AFS (Mann Whitney test p=0.00044 za gubitak ploda, p=0.0015 za venske 
tromboze, p=0.015, za arterijske tromboze i p=0.005 za trombocitopeniju). 
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Tabela 8. Prikaz zna!ajnosti razlike u u!estalosit prisustva klini!kih simptoma AFS 
po grupama (Mann Whitney test) 
KLINI!KI  SIMPTOMI p  (PAFS/K) p  (SAFS/K) p  (PAFS/SAFS) 
Gubitak ploda p<0.001 p<0.001 p=0.00044 
Venska tromboza - - p=0.0015 
Arterijska tromboza - - p=0.015 
Trombocitopenija - - p=0.005 
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4.4 Geneti!ke  karakteristike  ispittivanih  grupa 
 
Odredili smo u!estalost genotipova i alela za polimorfizme u genima za: IL-17A 
(rs2275913), IL-17F (rs763780), IL-23 (rs11209026), TGF" (rs1800471), IL-6 
(rs1800795), ROR#t (rs9826) i Foxp3 (rs3761548) u sve tri grupe ispitanika. 
U analizi polimorfizama gena za IL-17A rs2275913 u grupi obolelih od primarnog AFS, 
prikazanoj u Grafikonu 8, utvr$eno je da od ukupno 50 ispitanika, 17 ispitanika ima GG 
genotip (34%), GA genotip ima 26 ispitanika (52%) i AA genotip ima 7 ispitanika (14%). 
U grupi od 50 obolelih od sekundarnog AFS, 21 ispitanik ima GG genotip (42%), 24 
ispitanika ima GA genotip (48) i 5 ispitanika ima AA genotip (10%). U kontrolnoj grupi, 
od 50 zdravih osoba, 18 ispitanika ima GG genotip (36%), 26 ispitanika (52%) ima GA 
genotip i 6 ispitanika (10%) ima AA genotip. 
Iz u!estalosti genotipova slede u!estalosti alela. Alel G je zastupljen sa 60% kod 
ispitanika sa primarnim AFS, sa 66% kod ispitanika sa sekundarnim AFS i sa 62% kod 
ispitanika kontrolne grupe. Alel A je re$i alel zastupljen u sve tri grupe ispitanika, sa 
u!estalo%&u od 40% , 34% i 38% redom. 
   
Grafikon 8. U!estalost (u %) genotipova GG, GA i AA i alela G i A za IL-17A 
(rs2275913) u grupi obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kod ispitanika 
kontrolne grupe 
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Nema statisti!ki zna!ajnih razlika (p>0.05) u u!estalosti ispitivanih genotipova i alela za 
IL-17A (rs2275913) u sve tri grupe ispitanika. Analiza OR pokazala je da nema zna!ajne 
asocijacije genotipova sa pojavom AFS (Tabela 9.). 
Tabela 9. Polimorfizam rs2275913 u genu za IL-17A i unakrsni odnos !ansi (OR) za 
nastanak AFS 
 
IL-17A/rs2275913 Genotip PAFS/K SAFS/K SAFS/PAFS 
 GG 1.00 1.00 1.00 
OR (95%CI) GA 0.98(0.40-2.39) 0.68(0.28-1.66) 0.73(0.31-1.73) 
 AA 1.10(0.28-4.34) 0.55(0.14-2.23) 0.5(0.13-1.92) 
p  0.98 0.6 0.56 
 
Na Grafikonu 9. su prikazane u!estalosti genotipova i alela za polimorfizam rs 763780 u 
genu za IL-17F. Analiza u!estalosti genotipova je pokazala da je u sve tri grupe ispitanika 
najzastupljeniji TT genotip, dok se homozigot CC ne javlja ni u jednoj grupi ispitanika. 
Sledstveno je i alel T najzastupljeniji kod ispitanika sve tri grupe. 
  
Grafikon 9. U"estalost (u %) genotipova TT, CT i CC i alela T i C kod IL-17F 
(rs763780) u grupi obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kod ispitanika 
kontrolne grupe 
Razlike u u!estalosti genotipova i alela izme"u grupa ispitanika nisu statisti!ki zna!ajne, 
a ispitivani genotipovi nisu udru#eni sa pove$anim rizikom nastanka bolesti (Tabela 10.). 
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Tabela 10. Polimorfizam rs763780 u genu za IL-17F i unakrsni odnos !ansi (OR) za 
nastanak AFS 
 
IL-17F/rs763780 Genotip PAFS/K SAFS/K SAFS/PAFS 
 TT 1.00 1.00 1.00 
OR (95%CI) CT 1.40(0.29-6.76) 1.91(0.40-9.03) 1.06(0.76-4.26) 
 CC -- -- -- 
p  0.67 0.41 0.94 
 
Budu!i da su geni IL-17A i IL-17F blisko vezani (region 6p21), ura"ena je analiza 
haplotipova za lokuse rs2275913 i rs763780. Utvr"eno je da je i u grupi bolesnika i u 
kontrolnoj grupi naj#e$!i haplotip GT (57.5% odnosno 60%), mada razlika u u#estalosti u 
odnosu na ostala dva detektovana haplotipa (AT i GC) nije bila statisti#ki zna#ajna. 
Analizom polimorfizma rs11209026 gena za IL-23 dobijene su distribucije u#estalosti 
genotipova i alela pokazane na Grafikonu 10. Najzastupljeniji genotip u sve tri grupe 
ispitanika je homozigot GG sa 96% zastupljenosti i kod bolesnika sa primarnim i kod 
bolesnika sa sekundarnim AFS, dok je ta za stupljenost bila 92% kod ispitanika kontrolne 
grupe. 
Izra#unate su u#estalosti alela u sve tri analizirane grupe ispitanika. Alel G je zastupljen 
sa 98% kod PAFS i SAFS i sa 95% kod ispitanika kontrolne grupe. 
     
Grafikon 10. U"estalost (u %) genotipova GG, GA i AA i alela G i A kod IL-23 
(rs11209026) u grupi obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i u kontrolnoj grupi 
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Pokazalo se da nema zna!ajnih razlika u u!estalosti genotipova i alela izme"u obolelih i 
ispitanika kontrolne grupe i ovaj lokus nije udru#en sa pove$anim rizikom za nastanak 
AFS (Tabela 11.). 
Tabela 11. Polimorfizam rs11209026 u genu za IL-23 i unakrsni odnos !ansi (OR) za 
nastanak AFS 
 
IL-23/rs11209026 Genotip PAFS/K SAFS/K SAFS/PAFS 
 GG 1.00 1.00 1.00 
OR (95%CI) GA 0.62(0.10-3.93) 0.48(0.07-3.21) 1.06(0.14-8.17) 
 AA 0.00 0.00 0.00 
p  0.42 0.33 0.95 
 
Raspodela genotipova, data na Grafikonu 11, po analiziranim grupama za polimorfizam 
rs1800471 u genu za TGFß je slede$a: u grupi obolelih od primarnog AFS od ukupno 50 
ispitanika 14 ima CC genotip (28%), GC genotip ima 8 ispitanika (16%) i GG genotip 
ima 28 ispitanika (56%). U grupi ispitanika sa sekundarnim AFS, koja tako"e broji 50 
ispitanika, 7 ispitanika ima genotip CC (14%), 9 ispitanika ima GC genotip (18%) i 34 
ispitanika ima GG genotip (68%). Od 50 ispitanika kontrolne grupe, 5 ispitanika ima CC 
genotip (10%), 10 ima GC genotip (20%)a 35 ispitanika ima GG genotip (70%). 
Na osnovu u!estalosti genotipova izra!unate su i u!estalosti alela C i G i njihove 
vrednosti su: za alel C 36% kod ispitanika sa primarnim AFS, 23% sa sekundarnim AFS i 
20% kod ispitanika kontrolne grupe. Shodno tome, alel G je naj!e%$e bio zastupljen kod 
ispitanika kontrolne grupe 80%, dok je ta zastupljenost bila 77% kod ispitanika sa 
sekundarnim AFS i 64% kod ispitanika sa primarnim AFS. 
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Grafikon 11. U!estalost (u %) genotipova CC, CG i GG i alela G i C kod TGF" 
(rs1800471) u grupi obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kod ispitanika 
kontrolne grupe 
Hi-kvadrat testom je pokazano da ne postoji statisti!ki zna!ajna razlika u!estalosti 
genotipova CC, CG i GG kod ispitanika sa primarnim AFS u odnosu na ispitanike 
kontrolne grupe i u odnosu na ispitanike sa sekundarnim AFS. Isti test je pokazao da je 
zna!ajno !e"#i alel C kod ispitanika sa primarnim AFS u odnosu na ispitanike kontrolne 
grupe ($2 test p=0.012) i u odnosu na ispitanike sa sekundarnim AFS ($2 test p=0.04). 
Analiza unakrsnog odnosa "anse izme%u grupa PAFS i kontrola je pokazala zna!ajnu 
vrednost OR=3.4 (CI 1.11-10.46, p=0.02) za CC genotip kod PAFS, i to prema 
recesivnom modelu (Tabela 12.). 
Tabela 12. Polimorfizam rs1800471 u genu za TGF" i rizik za nastanak AFS 
 
TGF!/rs1800471 Genotip PAFS/K SAFS/K SAFS/PAFS 
 GG 1.00 1.00 1.00 
OR (95%CI) CG 1.01(0.35-2.94) 0.9(0.4-2.74) 0.91(0.3-2.71) 
 CC 3.4(1.11-10.46) 1.23(0.34-4.37) 0.4(0.14-1.14) 
p  0.024 0.94 0.21 
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Rezultati u!estalosti genotipova i alela kod polimorfizma u genu za IL-6 (rs1800795), 
prikazani na Grafikonu 12, pokazuju da je genotip GG najzastupljeniji genotip u sve tri 
grupe ispitanika. Ovaj genotip je u grupi obolelih od primarnog AFS zastupljen kod 28 
ispitanika (56%) u odnosu na 25 ispitanika (50%) sa sekundarnim AFS i 21 ispitanikom 
(42%) kontrolne grupe. Nasuprot tome, genotip CC je zastuljen kod 7 ispitanika sa 
primarnim AFS (14%), kod 9 ispitanika sa sekundarnim AFS (18%) i kod 13 ispitanika 
kontrolne grupe (26%). 
Zastupljenost G alela je tako"e ve#a od C alela u sve tri grupe ispitanika. Ona iznosi 71% 
za ispitanike sa primarnim AFS, 66% za one sa sekundarnim AFS i 58% za ispitanike 
kontrolne grupe. 
           
Grafikon 12. U!estalost (u %) genotipova CC, CG i GG i alela G i C kod IL-6 
(rs1800795) u grupi obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kod ispitanika 
kontrolne grupe 
Iako je u!estalost genotipa GG je ve#a kod obolelih sa primarnim i sekundarnim AFS 
nego kod ispitanika kontrolne grupe, nema statist!ki zna!ajne razlike ($2 test p>0.05). 
Statisti!ki je grani!no !e%#i alel G kod obolelih sa PAFS u odnosu na ispitanike kontrolne 
grupe ($2 test p=0.055). Analiza OR (Tabela 13.) pokazala je da nema zna!ajne 
asocijacije datih genotipova sa pojavom bolesti ni u grupi PAFS (p=0.22) niti u grupi 
SAFS (p=0.37). 
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Tabela 13. Polimorfizam rs1800795 u genu za IL-6 i rizik za nastanak AFS 
 
IL-6/rs1800795 Genotip PAFS/K SAFS/K SAFS/PAFS 
 GG 1.00 1.00 1.00 
OR (95%CI) GC 0.74(0.30-1.87) 1.1(0.41-2.92) 1.22(0.5-3.02) 
 CC 0.39(0.13-1.15) 0.51(0.18-1.47) 1.27(0.41-3.98) 
p  0.22 0.37 0.87 
 
U analizi polimorfizma rs9826 gena za ROR!t (Grafikon 13.), kod ispitanika sve tri 
analizirane grupe najzastupljeniji je bio heterozigot CT, 28 ispitanika sa primarnim AFS 
(56%), 26 ispitanika sa sekundarnim AFS (52%) i 23 ispitanika kontrolne grupe (46%). 
Homozigot TT je bio zastupljen kod 18 ispitanika sa primarnim (36%), 20 sa 
sekundarnim (52%) i kod 23 ispitanika kontrolne grupe (46%), dok je homozigot CC bio 
zastupljen znatno manje kod po 4 ispitanika svake grupe (8%). 
Iz u"estalosti genotipova proizilaze i u"estalosti alela. Alel T je zastupljen sa 64% kod 
obolelih sa primarnim AFS, 66% sa sekundarnim AFS i sa 69% kod ispitanika kontrolne 
grupe. Alel C je zastupljen s 36% kod primarnog AFS, sa 34% kod sekundarnog i sa 31% 
kod ispitanika kontrolne grupe. 
           
Grafikon 13. U!estalost (u %) genotipova TT, CT i CC i alela T i C kod ROR"t (rs9826) 
u grupi obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kod ispitanika kontrolne grupe 
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Hi-kvadrat testom je potvr!eno da ne postoji statisti"ki zna"ajna razlika u distribuciji 
u"estalosti ispitivanih genotipova i alela izme!u sve tri ispitivane grupe (Tabela 14.). 
Tabela 14. Polimorfizam rs9826 u genu za RORr!t i rizik za nastanak AFS 
 
ROR!t/rs9826 Genotip PAFS/K SAFS/K SAFS/PAFS 
 TT 1.00 1.00 1.00 
OR (95%CI) CT 1.54(0.67-3.57) 1.1(0.47-2.6) 0.9(0.38-2.1) 
 CC 1.21(0.26-5.59) 0.94(0.2-4.45) 0.78(0.17-3.61) 
p  0.59 0.97 0.94 
 
Rezultati analize polimorfizma rs3761548 u genu za Foxp3 prikazani su odvojeno za 
osobe #enskog i osobe mu$kog pola, jer mu$karci imaju jedan X hromozom i jedan 
Foxp3 alel, a #ene imaju dva X hromozoma i dva Foxp3 alela. Rezultati analize su dati na 
Grafikonu 14., 15. i 16. 
      
Grafikon 14. U"estalost (u %) genotipova CC, CA i AA i alela C i A kod Foxp3 
(rs3761548) kod #ena obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kontrolna 
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Grafikon 15. U!estalost (u%) genotipova (ujedno i alela) C i A kod Foxp3 (rs3761548) 
kod mu"karaca obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kontrola 
 
Grafikon 16. U!estalost (u %) alela C i A kod Foxp3 (rs3761548) kod ispitanika oba 
pola obolelih od primarnog AFS, sekundarnog AFS i kod kontrolne grupe 
Nije bilo statisti!ki zna!ajnih razlika u u!estalostima ispitivanih genotipova i alela u genu 
za Foxp3 izme"u sve tri grupe ispitanica, kao ni zna!ajnih vrednosti OR (Tabela 15.). 
Upadljiva je razlika u u!estalostima alela kod mu#karaca kontrolne grupe u odnosu na 
ostale grupe ispitanika, ali to mo$e biti i posledica veli!ine uzorka. 
Tabela 15. Polimorfizam rs3761548 u genu za Foxp3 i rizik za nastanak AFS 
 
Foxp3/rs3761548 Genotip PAFS/K SAFS/K SAFS/PAFS 
 CC 1.00 1.00 1.00 
OR (95%CI) AC 1.61(0.53-4.89) 2.08(0.71-6.11) 1.53(0.48-3.85) 
 AA 1.02(0.3-3.48) 1.07(0.32-3.62) 1.11(0.33-3.8) 
p  0.64 0.32 0.84 
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4.5 Povezanost  ispitivanih  klini!kih  i  imunolo"kih  parametara  u  PAFS 
 
Ne postoji zna!ajna korelacija izme"u koncentracije interleukina IL-17, IL-23 i TGF# i 
prisustva, odnosno, odsustva antitela aCL i #2GP I IgG i IgM klase, LA i ANA u grupi 
obolelih od primarnog AFS (Tabela 16.). 
Tabela 16. Prikaz prose!nih vrednosti koncentracija citokina IL-17, IL-23 i TGF" (± 
standardna gre#ka i mediana u zagradi) u funkciji prisustva i odusustva pojedinih 
antitela u grupi obolelih od primarnog AFS (Mann Withney test) 
 
ANTITELA 
 
IL-17 (pg/ml) IL-23 (pg/ml) TGF# (pg/ml) 
aCL-IgG                 + 
                                 -                       
16.7 ± 2.7 (14.4) 
15.7 ± 3.4 (11.8) 
p=0.429 
13.5 ± 2.5(10.4) 
15.0 ±4.0 (8.4) 
p=0.317 
432.5 ± 121.7 (136.4) 
390.2 ± 105.0 (125.6) 
p=0.854 
aCL-IgM                + 
                                  -    
18.0 ± 3.0 (14.4) 
12.6 ± 2.4 (11.8) 
p=0.381 
16.6 ± 3.4 (10.4) 
9.8 ±1.4 (8.4) 
p=0.189 
440.9 ± 109.1 (125.6) 
353.9 ± 103.0 (109.4) 
p=0.774 
a#2GPI-IgG             + 
                                  - 
14.5 ± 3.1 (6.8) 
17.5 ± 3.0 (14.4) 
p=0.166 
12.7 ± 2.1 (9.4) 
15.5 ± 3.9 (9.9) 
p=0.837  
296.5 ± 100.7 (60.2) 
501.6 ± 116.8 (174.1) 
p=0.241 
a#2GPI-IgM            + 
                                  - 
14.9 ± 2.8 (9.2) 
17.7 ± 3.4 (14.4) 
p=0.156 
14.5 ± 2.7 (9.4) 
13.9 ± 4.0 (9.4) 
p=0.946 
511.3 ±98.4 (44.5) 
607.1 ± 126.6 (293.2) 
p=0.096 
LA                            + 
                                  - 
17.3 ± 2.7 (14.4) 
13.3 ± 3.6 (9.2) 
p=0.245 
13.2 ±2.7 (8.4) 
16.9 ± 4.6 (10.5) 
p=0.265 
387.6 ±92.1 (125.6) 
472.5 ± 161.9 (130.5) 
p=0.923 
ANA                        + 
                                  - 
20.1 ± 8.4 (14.4 
15.9 ± 2.2 (11.8) 
p=0.494 
14.4 ± 5.4 (10.5) 
14.3 ± 2.5 (9.40 
p=0.591 
399.9 ± 305.6 (122.9) 
412.3 ± 83.3 (125.6) 
p=0.668 
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Ne postoji zna!ajna korelacija u grupi obolelih sa primarnim AFS izme"u koncentracije 
interleukina IL-17, IL-23 i TGF# i prisustva, odnosno, odsustva klini!kih simptoma 
gubitka ploda, venskih i arterijskih tromboza (Tabela 17.). Zna!ajna korelacija postoji 
izme"u povi$ene koncentracije IL-17 i trombocitopenije (p=0.011). Rezultati ukazuju da 
oboleli sa primarnim AFS i povi$enom koncentracijom IL-17 zna!ajno !e$%e imaju 
trombocitopeniju. 
Tabela 17. Prose!ne vrednosti koncentracija IL-17, IL-23 i TGF" (±standardna 
gre#ka i mediana u zagradi) u funkciji prisustva i odsustva glavnih klini!kih simptoma 
bolesti u grupi obolelihod primarnog AFS (Mann Withney test) 
 
KLINI!KI SIMPTOMI IL-17 (pg/ml) IL-23 (pg/ml) TGF" (pg/ml) 
Gubitak ploda                + 
                                        -                                                                                          
7.5±1.7 (4.6) 
7.2 ±2.0 (6.5)
p=0.843 
15.0±4.0 (10.4) 
11.6±2.6 (8.4) 
p-0.987 
334.3±95.0 (75.1) 
280.1±132.0 (85.1) 
p=0.906 
Venska tromboza           + 
                                        -  
                                                                      
10.8±2.3 (7.2) 
6.9±0.9 (5.9) 
p=0.192
16.5±4.9 (10.4) 
12.9±2.3 (8.4) 
p=0.575 
395.3±126.6(136.4) 
421.2±103.9(125.6) 
p=0.772 
Arterijska tromboza       
+ 
                                        - 
                                   
7.9±1.1 (7.2) 
9.0±2.0 (6.5) 
p=0.892 
12.8±2.7 (8.4) 
15.9±3.9 (10.5) 
p=0.189 
518.8±125.4(149.7) 
294.9±92.1 (117.5) 
p=0.515 
Trombocitopenija          + 
                                        - 
                                                                      
11.8±1.9 (9.1) 
7.0±1.3 (5.2) 
p=0.011
15.6±3.1 (10.4) 
13.8±3.0 (8.9) 
p=0.225 
326.5±160.3 (90.4) 
430.3±3.0(144.3) 
p=0.482 
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4.6 Povezanost  ispitivanih  klini!kih  i  imunolo"kih  parametara  u  SAFS 
 
Ne postoji zna!ajna korelacija izme"u koncentracije interleukina IL-17, IL-23 i TGF# i 
prisustva, odnosno, odsustva antitela aCL i #2GP I IgG i IgM klase, LA i ANA u grupi 
obolelih od primarnog AFS (Tabela 18.). 
Tabela 18. Prikaz zna!ajnosti razlike izmedju koncentracija citokina IL-17, IL-23 i 
TGF" (± standardna gre#ka i mediana u zagradi) u funkciji prisustva i odusustva 
pojedinih antitela u grupi obolelih od sekundarnog AFS (Mann Withney test) 
 
ANTITELA IL-17 (pg/ml) IL-23 (pg/ml) TGF# (pg/ml) 
aCL-IgG                        + 
                                        -                       
17.7 ± 3.4 (11.8) 
13.1 ± 2.0 (11.8) 
p=0.403 
10.8 ± 2.6 (5.3) 
6.6 ± 1.5 (4.3) 
p=0.293 
316.3 ± 122.5 (60.7) 
266.5 ± 80.6 (82.4) 
p=0.596 
aCL-IgM                       + 
                                        -    
17.1 ± 2.7 (11.8) 
11.7 ± 1.9 (10.5) 
p=0.295 
10.0 ± 2.1 (5.3) 
5.8 ± 1.4 (4.3) 
p=0.371 
256.9 ± 71.7 (71.5) 
345.6 ± 148.8 (71.5) 
p=0.974 
a#2GPI-IgG                  + 
                                        - 
15.7 ± 3.1 (11.8) 
14.5 ± 2.1 (11.8) 
p=0.938 
9.9 ± 2.3 (5.3) 
6.9 ± 1.6 (4.3) 
p=0.715 
285.8 ± 87.7 (71.5) 
291.0 ± 111.3 (71.5) 
p=0.959 
a#2GPI-IgM                  + 
                                        - 
18.4 ± 2.8 (11.8) 
10.3 ±  1.5 (9.2) 
p=0.083  
10.1 ± 2.2 (5.8) 
6.0 ± 1.4 (4.3) 
p=0.397 
262.9 ± 75.1 (71.5) 
330.7 ± 139.2 (76.9) 
p=0.941 
LA                                   + 
                                        - 
13.7 ± 3.7 (10.50 
15.5 ± 2.2 (11.8) 
p=0.784 
5.8 ± 2.5 (3.2) 
9.1 ± 1.7 (5.3) 
p=0.127  
513.7 ± 161.4 
(322.9) 
228.9 ± 74.9 (63.4) 
p=0.839 
ANA                                + 
                                        - 
16.1 ± 2.2 (11.8) 
14.0 ± 3.3 (9.2) 
p=0.248 
10.1 ± 2.1 (5.30 
6.5 ± 1.9 (4.3) 
p=0.236 
301.1 ± 107.1 (76.9) 
273.2 ± 86.1 (68.8) 
p=0.82 
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Ne postoji zna!ajna korelacija u grupi obolelih sa primarnim AFS izme"u povi#ene 
koncentracije interleukina IL-17, IL-23 i TGF$ i prisustva, odnosno, odsustva klini!kih 
simptoma gubitka ploda, venskih i arterijskih tromboza i trombocitopenije (Tabela 19.). 
Tabela 19. Prose!ne vrednosti koncentracija citokina (± standardna gre"ka i mediana 
u zagradi) u funkciji prisustva i odsustva glavnih klini!kih simptoma bolsti u grupi 
obolelih od sekundarnog AFS (Mann Withney test) 
 
KLINI!KI SIMPTOMI IL-17 (pg/ml) IL-23 (pg/ml) TGF" (pg/ml) 
Gubitak ploda               + 
                                       -                                                                                          
7.7±1.9 (4.6) 
7.8±1.1 (5.9)
p=0.704 
11.4±2.9 (5.3) 
6.2±1.5 (4.3) 
p=0.255 
306.5±107.4 (60.7) 
283.0±110.1 (87.8) 
p=0.661 
Venska tromboza          + 
                                       -  
 
5.0±1.8 (4.0) 
8.2±1.4 (5.9) 
p=0.092 
7.1±3.5 (2.7) 
8.8±1.6 (5.3) 
p=0.296 
499.6±240.4 (68.8) 
232.7±60.4 (76.9) 
p=0.387 
Arterijska tromboza      + 
                                        - 
 
6.9±09 (5.9) 
9.0±2.3 (5.2) 
p=0.754 
6.5±1.2 (4.3) 
12.7±3.6 (6.8) 
p=0.158 
288.4±86.6 (71.5) 
288.1±120.0 (74.2) 
p=0.835 
Trombocitopenija          + 
                                        - 
 
7.3±1.0 (5.9) 
7.8±1.6 (4.6) 
p=0.558 
7.9±1.9 (5.3) 
9.0±2.1 (4.3) 
p=0.565 
340.1±118.8 (66.1) 
240.6±77.7 (82.4) 
p=0.91 
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4.7. Povezanost  ispitivanih  genskih  polimorfizama  sa  klini!kim  i  
imunolo"kim  parametrima  u  PAFS 
 
Nema zna!ajne korelacije koncentracija IL-17, IL-23, TGF" i IL-6 i pojedinih genotipova 
polimorfizma za te interleukine u grupi obolelih sa primarnim AFS (Tabela 20. i 21.). 
Tabela 20. Prikaz koncentracija IL-17 i IL-23 (srednja vrednost ± standardna gre!ka) 
u funkciji genotipova  u grupi obolelih od primarnog AFS; zna"ajnost razlike: Kruskal-
Wallis i Mann-Whitney test 
 
rs2275913 (IL-17A) 
rs11209026 (IL-23) 
IL-17 (pg/ml) IL-23 (pg/ml) 
GG 9.25 ± 1.87  13.28 ± 2.30  
GA 7.78 ± 1.51  37.90 ± 11.29  
AA 6.46 ± 2.92  - 
 H=1.72 p=0.42 z=1.26 p=0.21 
 
Tabela 21. Prikaz koncentracija TGF# (srednja vrednost ± standardna gre!ka) i IL-6 
(medijana) u funkciji genotipova u grupi obolelih od primarnog AFS; zna"ajnost razlike: 
Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test 
 
rs1800471 (TGFß1) 
rs1800795 (IL-6) 
TGF# (pg/ml) IL-6 (pg/ml) 
CC 389.69 ± 153.39 2.37 
GC 478.3 ±202.9 2.94 
GG 403.03 ± 108.46 3.67 
 H=0.14 p=0.93 p>0.05 
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Postoji zna!ajna korelacija izme"u gubitka ploda i genotipa polimorfizma gena za IL-
17A (p=0.02) i gena za IL-17F (p=0.033), koja se izgubila kada su analizirane samo #ene 
u PAFS grupi. Zna!ajna korelacija postoji izme"u pojave venskih tromboza i genotipa 
polimorfizma gena za IL-6 (p=0.03), izme"u pojave arterijskih tromboza i genotipa 
polimorfizma gena za IL-17F (0.05) i gena za Foxp3 (p=0.03), kao i izme"u 
trombocitopenije i genotipa polimorfizma gena za Foxp3 (p=0.01) kod obolelih sa 
primarnim AFS (Tabela 22.) 
Tabela 22. Korelacija glavnih klini!kih simptoma AFS i genotipova polimorfizama gena 
za interleukine u grupi obolelih od primarnog AFS (Spearman ") 
 
POLIMORFIZMI GUBITAK 
PLODA 
VENSKATRO
MBOZA 
ARTERIJSKA 
TROMBOZA 
TROMBOCITO
PENIJA 
rs 227591 (IL-17A) 
 
$=0.293 
p=0.020 
$=0.132 
p=0.302 
$=0.048 
p=0.706 
$=0.150 
p=0.241 
rs 763780 (IL-17F) 
 
$=0.269 
p=0.033 
$=0.191 
p=0.134 
$=0.248 
p=0.050 
$=0.171 
p=0.180 
rs 11209026 (IL-23) 
 
$=0.082 
p=0.522 
$=-0.149 
p=0.244 
$=-0.235 
p=0.064 
$=0.147 
p=0.250 
rs 1800471 (TGF!1) 
 
$=0.062 
p=0.628 
$=-0.122 
p=0.343 
$=-0.015 
p=0.909 
$=-0.167 
p=0.191 
rs 1800795 (IL-6) 
 
$=0.216 
p=0.089 
$=-0.273 
p=0.030 
$=-0.040 
p=0.753 
$=-0.169 
p=0.187 
rs 9826 (ROR"t) 
 
$=-0.076 
p=0.554 
$=-0.229 
p=0.071 
$=-0.141 
p=0.271 
$=-0.053 
p=0.680 
rs 3761548 (Foxp3) 
 
$=-0.223 
p=0.079 
$=-0.120 
p=0.348 
$=-0.365 
p=0.03 
$ =0.321 
p=0.010 
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4.8. Povezanost  ispitivanih  genskih  polimorfizama  sa  klini!kim  i  imunolo"kim  
parametrima  u  SAFS 
 
Nema zna!ajne razlike u korelaciji koncentracija IL-17, IL-23, TGF" i IL-6 i pojedinih 
genotipova polimorfizma za te interleukine u grupi obolelih sa sekundarnim AFS (Tabela 
23. i Tabela 24.) 
Tabela 23. Prikaz koncentracija IL-17 i IL-23 (srednja vrednost ± standardna gre!ka) 
u funkciji genotipova u grupi obolelih od sekundarnog AFS; zna"ajnost razlike: Kruskal-
Wallis i Mann-Whitney test 
 
rs2275913 (IL-17A) 
rs11209026 (IL-23) 
IL-17 (pg/ml) IL-23 (pg/ml) 
GG 8.31 ± 1.47 8.43± 1.47 
GA 6.69 ± 1.37 9.40 ± 7.21 
AA 8.68 ± 3.01 - 
 H=0.33 p=0.85 z=0.10 p=0.92 
 
Tabela 24. Prikaz koncentracija TGF# (srednja vrednost ± standardna gre!ka) i IL-6 
(medijana) u funkciji genotipova u grupi obolelih od sekundarnog AFS; zna"ajnost 
razlike: Kruskal-Wallis i Mann-Whitney test 
 
rs1800471 (TGFß1) 
rs1800795 (IL-6) 
TGF# (pg/ml) IL-6 (pg/ml) 
CC 439.9 ± 180.6 7.4 
GC 453.5 ± 159.3 31.25 
GG 208.69 ± 84.48 38.28 
 H=0.51 p=0.77 p>0.05 
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Postoji zna!ajna korelacija (p=0.029) izme"u prisustva gubitka ploda kod #ena i genotipa 
polimorfizma gena za ROR$t, kao i izme"u prisustva arterijskih tromboza i genotipa 
polimorfizma gena za IL-23 (p=0.037) i IL-6 (p=0.012), kao i kod trombocitopenije i 
polimorfizma gena za Foxp3 (p=0.025) kod obolelih sa sekundarnim AFS (Tabela 25.). 
Tabela 25. Korelacija glavnih klini!kih simptoma AFS i genotipova polimorfizama gena 
za interleukine u grupi obolelih od sekundarnog AFS (Spearman ") 
 
 
POLIMORFIZMI GUBITAK 
PLODA 
VENSKA 
TROMBOZA 
ARTERIJSKA 
TROMBOZA 
TROMBOCITO
PENIJA 
rs 227591 (IL-17A) 
 
%=0.231 
p=0.087 
%=0.163 
p=0.230 
%=-0.102 
p=0.453 
%=0.248 
p=0.065 
rs 763780 (IL-17F) 
 
%=-0.234 
p=0.082 
%=-0.260 
p=0.053 
%=0.187 
p=0.168 
%=0.085 
p=0.532 
rs 11209026 (IL-23) 
 
%=0.120 
p=0.378 
%=0.073 
p=0.594 
%=0.280 
p=0.037 
%=-0.179 
p=0.186 
rs 1800471 (TGF!1) 
 
%=-0.206 
p=0.128 
%=0.073 
p=0.593 
%=0.095 
p=0.487 
%=-0.145 
p=0.286 
rs 1800795 (IL-6) 
 
%=0.128 
p=0.348 
%=0.037 
p=0.789 
%=-0.332 
p=0.012 
%=-0.119 
p=0.382 
rs 9826 (ROR"t) 
 
%=0.293 
p=0.029 
%=0.214 
p=0.113 
%=-0.015 
p=0.915 
%=-0.179 
p=0.186 
rs 3761548 (Foxp3) 
 
%=0.054 
p=0.690 
%=-0.054 
p=0.695 
%=-0.135 
p=0.320 
%=0.299 
p=0.025 
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Ispitivanje izneto u ovom radu sprovedeno je sa ciljem da se sagleda uloga citokina i 
transkripcionih faktora u nastanku AFS, kao i mogu!a povezanost nastanka AFS sa 
odre"enim genotipovima na sedam polimorfnih mesta u genima za te citokine i 
transkripcione faktore. Svi ovi citokini i transkripcioni faktori su uklju#eni u neku od faza 
diferencijacije Th17 ili Treg !elija. Prema dostupnim podacima iz literature, istra$ivanja 
povezanosti ovih citokina i udru$enosti njihovih genskih polimorfizama sa 
antifosfolipidnim sindromom su retka, a takvi podaci ne postoje za srpsku populaciju 
(24). 
Otkri!e Th17 i T regulatornih !elija je pro%irilo i znatno promenilo dosada%nji na#in 
razmi%ljanja u imunologiji. Brojna istra$ivanja su pokazala da Th17 !elije imaju 
relevantnu, a ponekad i centralnu ulogu u nastanku autoimunskih oboljenja dok T 
regulatorne !elije potencijalno #ine jednu od najzna#ajnijih linija odbrane od 
autoimunskih bolest. Novi pristup razumevanju patohistologije AFS uklju#uje i mogu!u 
ulogu Th17 u nastanku bolesti i doprinos IL-17 u indukciji i/ ili razvoju AFS, kao i 
mogu!u protektivnu ulogu Treg !elija (199,200). 
Danas je poznat veliki broj polimorfnih gena, me"u kojima su i geni za citokine, za koje 
je pokazana povezanost sa razli#itim bolestima kod #oveka. Rezultati najnovijih 
istra$ivanja pokazali su da pojedini polimorfizmi uti#u na nivo ekspresije gena za 
citokine i na nivo citokina u telesnim te#nostima i tkivima. U analizi SNP-ova gena za 
citokine, prednost se daje upravo analizi funkcionalnih SNP-ova u regulatornim 
regionima gena koji mogu da se dovedu u vezu sa genskom ekspresijom i sklono%!u ka 
razli#itim autoimunskim oboljenjima (201,202). 
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5.1 IL-17  i  polimorfizmi  u  genima  za  IL-17A  i  IL-17F 
 
Do otkri!a Th17 !elija 2005. godine, bio je uvre"en stav da su autoimunske bolesti 
posledica neravnote"e Th1 i Th2 !elija, odnosno da su autoimunske bolesti posledica 
autoreaktivnosti Th1 !elija. Otkri!e Th17 i T regulatornih !elija ukazalo je na mogu!nost 
u#e$!a ovih !elijskih linija u patogenezu mnogih autoimunskih bolesti, uklju#uju!i i AFS. 
Th17 !elije imaju ulogu u indukciji autoimunosti, a Treg inhibiraju autoimunost, a njihov 
balans je neophodan za odr"avanje homeostaze. Th17 !elije produkuju IL-17 koji ima 
mo!nu pro-inflamatornu aktivnost ali ima i brojne imuno-regulatorne funkcije, od kojih 
je najzna#ajnije u#e$!e u podsticanju i posredovanju imunskog odgovora. Th17 !elije su 
bile ispitivane u razli#itim autoimunskim bolestima ali nema publikovanih podataka o 
njihovoj povezanosti sa AFS. 
Zhao i saradnici su 2009. godine objavili da je produkcija IL-17 pove!ana kod pacijenata 
sa SEL (203), a kasnije su to potvrdili i drugi autori (204,205), naro#ito kod lupus 
nefritisa (206). Koncentracija IL-17 korelira sa aktivno$!u bolesti, sa prisustvom 
imunskih kompleksa, aktivno$!u komplementa i prisustvom anti DNK antitela kod ovih 
bolesnika. Ovi podaci su interesantni, jer je u na$em istra"ivanju, kod svih pacijenata sa 
sekundarnim AFS, antifosfolipidni sindrom bio udru"ena sa SEL. 
Rezultati dobijeni u na$em istra"ivanju pokazuju da je koncentracija IL-17 zna#ajno ve!a 
kod obolelih sa primarnim i sekundarnim AFS u donosu na kontrolnu grupu (8.4; 7.6; 4.3 
pg/ml; p=0.0026) i to je jedan od prvih takvih rezultata objavljenih u literaturi (207). 
Tako%e smo utvrdili pozitivnu korelaciju izme%u koncentracija IL-17 i IL-23 (p<0.01) u 
primarnom AFS, a u sekundarnom AFS zna#ajna pozitivna korelacija postoji izme%u IL-
17 i IL-23 (p<0.01) i izme%u IL-17 i TGF& (p<0.05), $to ukazuje na mogu!u ulogu Th17 
u razvoju AFS. 
Jing Xiao i saradnici su 2012. godine objavili rezultate svojih istra"ivanja o proceni uloge 
Th1, Th2, Th17 i Treg u nastanku antifosfolipidnog sindroma i o njihovoj povezanosti sa 
prisustvom antifosfolipidnih antitela. Ti rezultati su tako%e pokazali da kod obolelih od 
antifosfolipidnog sindroma postoji disbalans izme%u Th1 i Th2 i izme%u Th17 i T 
regulatornih !elija. Antifosfolipidna antitela u ve!im koncentracijama mogla su zna#ajno 
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da pove!aju nivo Th2 i Th17 !elija i smanje nivo Th1 i Treg !elija kao i odnos Th1/Th2 u 
kulturi perifernih mononuklearnih !elija kod pacijenata sa AFS (24). 
U na"oj studiji ispitivali smo u#estalost pojedinih genotipova polimorfizama gena za IL-
17A, rs2275913 i gena za IL-17F, rs763780, u sve tri grupe ispitanika. Prema podacima 
iz literature, u#estalost tih genotipova u razli#itim delovima sveta – geografskim 
podru#jima je slede!a (Grafikon 17.): 
                    
rs2275913 (IL-17A)   AA   AG   GG   rs763780 (IL-17F)   CC CTTT 
Grafikon 17. U!estalost genotipova polimorfizama rs2275913 u genu za IL-17A i 
rs763780 u genu za IL-17F u razli!itim delovima sveta 
(preuzeto:http://www.snpedia,com/index.php/Rs2275913/Rs763780) 
Populaciona istra$ivanja su pokazala veliku raznolikost u distribuciji genotipova AA, AG 
i GG za rs2275913 u IL-17A kod op"te populacije u razli#itim delovima sveta. 
Zastupljenost genotipa GG se kre!e od oko 20% u Kini (CHB) i Japanu (JPT), do oko 
90% u Keniji (LWK) i Nigeriji (YRI). U centralnoj Evropi (CEU) je ta zastupljenost oko 
49%. Sa druge strane, kod afri#ke populacije gotovo da uop"te nije zabele$eno prisustvo 
homozigotnih osoba AA genotipa, dok kod Azijata ta zastupljenost ide do 30%, u 
centralnoj Evropi oko 15%. Distribucija heterozigota AG genotipa u centralnoj Evropi je 
oko 34%. 
Ispitivanja su tako%e pokazala da 70-90% op"te populacije u razli#itim regionima ima TT 
genotip za IL-17F, a da su ostali heterozigotne osobe CT genotipa. Homozigoti CC su 
izuzetno retki u ovom polimorfizmu i javljaju se u par postotaka samo kod Japanaca i 
Kineza. 
U na"oj studiji u grupi obolelih sa primarnim AFS u genu za IL-17A, u#estalost genotipa 
GG bila je 34%, genotipa GA 52% i genotipa AA 14%. Kod obolelih sa sekundarnim 
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AFS, 42% obolelih je bilo sa GG genotipom, 48% sa GA i 10% sa AA genotipom. Sli!na 
raspodela je bila i u kontrolnoj grupi: 36% ispitanika je bilo sa GG genotipom, 52% su 
bili GA heterozigoti i 12% ispitanika su bili homozigoti AA. Na"i rezultati nisu ukazali 
na postojanje zna!ajne razlike me#u ispitivanim grupama za ovaj polimorfizam, niti su 
nosioci bilo kog genotipa imali pove$an rizik za nastanak bolesti. U literaturi nema 
podataka o mogu$oj povezanosti polimorfizma rs2275913 sa antifosfolipidnim 
sindromom ali je distribucija u!estalosti genotipova u na"im grupama ispitanika, bilo da 
su oboleli ili ne, razli!ita u odnosu na stanovnike centralne Evrope kod kojih postoji ve$a 
u!estalost genotipa GG i manja u!estalost heterozigota GA nego u srpskoj populaciji (GG 
genotip 49%, GA genotip 34%). 
Drugi ispitivani polimorfizam je bio rs763780 u genu za IL-17F. Poznato je da IL-17F 
ima pro-inflamatornu ulogu u astmi, da je jasno izra%en u disajnim putevima astmati!ara i 
dobro korelira sa te%inom bolesti. Polimorfizam rs763780 je ispitivan u japanskoj 
kontrolisanoj studiji, Kawguchija i saradnika, i prvi put je pokazano da homozigotni 
nosioci supstitucije T u C, koja dovodi do zamene histidina argininom na poziciji 161 u 
polipeptidnom lancu IL-17F, imaju funkcionalno manji rizik za nastanak astme (208). U 
drugoj studiji iz Japana, Arisawa i saradnici, su istra%ivali povezanost ulceroznog kolitisa 
i polimorfizama -197G/A, rs2275913, u genu za IL-17A i 7488T/C, rs763780, u genu za 
IL-17F. Njihovi rezultati su pokazali da je frekvencija IL-17A -197A/A i IL-17F 7488T/T 
genotipova zna!ajno ve$a kod obolelih nego u kontrolnoj grupi i da IL-17A -197A i IL-
17F 7488T aleli mogu nezavisno da uti!u na podlo%nost i na patofiziolo"ke karakteristike 
ulceroznog kolitisa (209). Sa druge strane, Seiderer i saradnici, nisu na"li povezanost IL-
17F His161Arg sa podlo%no"$u za inflamacionu bolest creva (210). Jedna druga studija iz 
Poljske je pokazala da IL-17F His161Arg varijanta mo%e biti povezana sa pove$anom 
aktivacijom reumatoidnog artritisa (211), a u studiji iz Koreje, Janga i saradnika, je 
pokazano da genotipovi AG i GG imaju pozitivnu asocijaciju sa Behcetovom bole"$u 
(212). Saitoh i saradnici su nedavno otkrili udru%enost IL-17F 7488T alela sa razvojem 
hroni!ne idiopatske trombocitopenije (213). 
U na"em istra%ivanju za lokus rs763780, IL-17F, nije zabele%eno prisustvo osoba sa CC 
genotipom, a distribucija ostala dva genotipa, TT i CT, je sli!na kod osoba sa primarnim, 
sekundarnim AFS i kod kontrolne grupe ispitanika (TT: 92%, 90%, 94% i CT:8%, 10% i 
6% redom). Iako na"om studijom nije uvtr#ena zna!ajna udru%enost ovog polimorfizma 
sa nastankom antifosfolipidnog sindroma, a nema ni takvih podataka u literaturi, treba 
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napomenuti da je distribucija dva genotipa, TT i CT, kod na!ih ispitanika sli"na njihovoj 
raspodeli kod ispitanika u centralnoj Evropi (TT: 91%, CT: 7%). 
Nismo na!li zna"ajnu korelaciju koncentracije IL-17 i pojedinih genotipova oba 
polimorfizma za te interleukine u grupi obolelih sa primarnim i sekundarnim AFS. 
U toku istra#ivanja smo vr!ili korelaciju izme$u koncentracija IL-17 i prisustva klini"kih 
simptoma: gubitak ploda, venske i arterijske tromboze i trombocitopenije. Zna"ajno se 
"e!%e javlja trombocitopenija kod obolelih sa primarnim AFS koji imaju povi!enu 
koncentraciju IL-17 (p=0.011), dok te korelacije nema kod obolelih sa sekundarnim AFS, 
niti kod kontrolne grupe ispitanika. Ova korelacija upu%uje na mogu%nost da IL-17 mo#e 
doprineti nastanku vaskularnih manifestacija AFS. 
U primarnom AFS je postojala korelacija izme$u gubitka ploda i polimorfizma gena za 
IL-17A (p=0.02) i IL-17F (p=0.033) Me$utim, kada su analizirane samo #ene, nije 
na$ena korelacija koja je postojala kada je analizirana cela grupa. 
Utvrdili smo da kod PAFS postoji korelacija izme$u pojave arterijskih tromboza i TT 
genotipa polimorfizma gena za IL-17F (p=0.05). 
Pored toga, u grupi SAFS na!li smo grani"no zna"ajnu korelaciju (p=0.053) izme$u 
pojave venske tromboze i GA genotipa za IL-17F, dok je zna"ajnost korelacije izme$u 
trombocitopenije i GG genotipa za IL-17A bila p=0.065. 
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5.2 IL-23  i  polimorfizam  u  genu  za  IL-23 
 
Uklju!enost IL-12p40 u patogenezu autoimunskih bolesti dugo je pogre"no tuma!ena, da 
bi 2000. godine Oppmann i saradnici dokazali da je IL-23, a ne IL-12, klju!ni faktor u 
razvoju autoimunskih bolesti (55). IL-23 ima jedinstvenu ulogu u odr#avanju ve$ 
diferentovanih Th17 $elija, a njegova pove$ana koncentracija je detektovana kod SEL 
pacijenata sa inflamatornim ko#nim promenama uklju!uju$i i serozitis (214). Th17 $elije 
su pokreta!i o"te$enja tkiva kod pacijenata sa SEL, gde IL-17 mo#e biti prognosti!ki 
marker za nastanak bolesti, a IL-23 potencijalni marker za terapiju bolesti (215-217). 
U ovoj studiji smo merili koncentraciju IL-23 u serumu na"ih ispitanika. Na"i rezultati 
pokazuju da je koncentracija IL-23 zna!ajno ve$a kod obolelih sa primarnim AFS u 
odnosu na sekundarni AFS i kontrolnu grupu (14.3; 8.5; 7.8 pg/ml redom; p=0.00006) i 
korelira sa IL-17 u obe grupe obolelih ispitanika (p<0.01). Zna!ajno pove$ana 
koncentracija IL-23 i njegova povezanost sa IL-17 ukazuje na mogu$u uklju!enost ovog 
citokina u odr#avanju Th17 odgovora. 
Analizirali smo polimorfizam rs11209026 u genu za IL-23R, a njegova distribucija u 
svetu je prikazana na Grafikonu 18. U!estalost genotipa GG je preko 80% u razli!itim 
delovima sveta , a u na"oj studiji je taj genotip bio zastupljen u preko 90% ispitanika sa 
pribli#no istom u!estalo"$u u sve tri grupe. 
 
rs11209026 (IL-23)   AA   AG   GG 
Grafikon 18. U!estalost genotipova polimorfizama rs11209026 u genu za IL-23 u 
razli!itim delovima sveta 
(preuzeto:http://www.snpedia,com/index.php/Rs11209026) 
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Ovaj polimorfizam je najvi!e ispitivan u Chron-ovoj bolesti, ulceroznom kolitisu, 
psorijazi, reumatoidnom artritisu, ali ne i u antifosfolipidnom sindromu. Retki alel A ima 
protektivnu ulogu kod Chron-ove bolesti i kod psorijaze, a u reumatoidnom artritinsu je 
ovaj polimorfizam udru"en sa pove#anom produkcijom IL-17A, !to za posledicu ima 
poja$anu razgradnju kostiju(218,219). 
Kod na!ih ispitanika nismo na!li zna$ajnu razliku u$estalosti za ovaj polimorfizam u 
ispitivanim grupama, niti pove#an rizik za nastanak antifosfolipidnog sindroma udru"en 
sa ovim lokusom. 
Tako%e nismo na!li zna$ajnu korelaciju izme%u pove#ane koncentracije IL-23 i prisustva 
nekog od klini$kih simptoma kod obolelih sa primarnim i sa sekundarnim AFS. 
Nema zna$ajne razlike ni u prose$noj koncentraciji IL-23 kod genotipova GG, GA i AA 
ovog polimorfizma u grupi obolelih sa primarnim i sekundarnim AFS. 
Sa druge strane, u na!em ispitivanju smo utvrdili da postoji zna$ajna korelacija izme%u 
prisustva arterijskih tromboza i GG genotipa polimorfizma gena za IL-23 (p=0.037) kod 
obolelih sa sekundarnim AFS. 
Na!li smo zna$ajnost korelacije izme%u pojave arterijske tromboze i GA genotipa za IL-
23 p=0.064, kod PAFS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 89 
5.3 TGF!  i  polimorfizam  u  genu  za  TGF!1 
 
TGF! ima paradoksalnu sposobnost da na istom putu diferencijacije deluje sa dva 
suprotna efekta. Ova dualisti"na priroda TGF! se ogleda u njegovoj sposobnosti da se u 
prisustvu IL-6 diferencijacija naivnih CD4+ #elija odvija u pravcu Th17 #elija, u 
prisustvu IL-2 u pravcu regulatornih T #elija, a posebno u prisustvu IL-4 u pravcu Th9 
#elija. Lokalni citokinski milje, kao i prisustvo ROR$t ili Foxp3, transkripcionih faktora 
za Th17 i Treg #elije, zajedno sa TGF! odr%avaju sistem u dinami"koj ravnote%i koja je u 
autoimunskim bolestima naru&ena (220). Uspe&na terapija bi trebalo da blokira 
diferencijaciju Th17 #elija i istovremeno da pove#a broj i funkciju regulatornih T #elija 
(221). 
Saxena i saradnici su u svojim istra%ivanjima pokazali da TGF! inhibira imunolo&ke 
reakcije kod SLE spre"avaju#i aktivaciju T #elija, a sa druge strane dovodi do fibroze i 
o&te#enja bole&#u zahva#enih organa (222). Ovi suprotni efekti ukazuju na dvostruku 
funkciju TGF! u okviru iste bolesti na sistemskom nivou, &to i u klini"kom smislu 
potvr'uje dualisti"ku prirodu ovog citokina. 
U na&oj studiji postoji pove#ana koncentracija TGF! kod pacijenata sa primarnim AFS u 
odnosu na one sa sekundarnim AFS i u odnosu na kontrolnu grupu ali nije statisti"ki 
zna"ajna (411.3; 288.3; 158.7 pg/ml redom). Utvr'ena je zna"ajna razlika u koncentraciji 
TGF! izme'u PAFS i kontrolne grupe (p=0.042). Pove#ana koncentracija TGF! korelira 
sa IL-17 u sekundarnom, ali ne i u primarnom AFS i ne korelira sa IL-23. Ovo mo%e da 
bude u saglasnosti sa kompleksnom ulogom TGF! koja u mnogome zavisi od prisustva 
drugih citokina. Ne postojanje povezanosti sa IL-23, niti u primarnom niti u sekundarnom 
AFS ukazuje na to da je pove#ana koncentracija IL-17 pre regulisana sa IL-23 nego sa 
TGF!. 
Polimorfizam rs1800471 u genu za TGF!, sme&ten na poziciji 915 u prvom egzonu, 
dovodi do supstitucije arginina prolinom na 25. poziciji u polipeptidu, &to dovodi do 
smanjene produkcije TGF!. Prema na&im saznanjima, u literaturi nema podataka o 
povezanosti ovog polimorfizma sa AFS, dok postoje opre"ni podaci o povezanosti ovog 
polimorfizma sa SLE. Lu i saradnici su u studiji kod 134 bolesnika sa SLE i 182 zdravih 
osoba pokazali da ovaj polimorfizam ne predstavlja genetsku predispoziciju za nastanak 
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SLE kod stanovnika Tajvana (223). U drugoj studiji, Schotte i saradnici, nisu na!li 
nikakvu vezu izme"u G915C kod nema#kog stanovni!tva (224). Za razliku od ovih 
podataka, Guarnizo-Zuccardi i saradnici su prona!li sna$nu povezanost SLE sa 
smanjenom produkcijom TGF% i ve&u frekvenciju heterozigotnog genotipa ovog 
polimorfnog markera kod pacijenata u Kolumbiji (225). 
Kod na!ih ispitanika sa primarnim i sekundarnim AFS, nismo na!li korelaciju ispitivanih 
genotipova i alela polimorfizma rs1800471 sa koncentracijom TGF%. 
Tako"e nismo na!li povezanost polimorfizma G915C sa bilo kojim od ispitivanih 
klini#kih znakova u obe grupe obolelih. 
U na!em ispitivanju je bio zna#ajno #e!&i alel C kod ispitanika sa primarnim AFS u 
odnosu na ispitanike sa sekundarnim AFS ('2 test, p=0.012) i u odnosu na ispitanike 
kontrolne grupe ('2 test, p=0.04). Analiza unakrsnog odnosa !anse izme"u grupa PAFS i 
kontrola je pokazala vrednost OR=3.4 (1.11-10.46) za CC genotip (u grupi PAFS), i to 
prema recesivnom modelu. Ova vrednost OR ukazuje na predisponiraju&u ulogu CC 
genotipa kod PAFS. S obzirom na to da, kao !to je napred navedeno, u na!em ispitivanju 
ovaj polimorizam ne uti#e na nivo TGF%, prirodu utvr"ene asocijacije tek treba ispitati. 
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5.4 IL-6  i  polimorfizam  u  genu  za  IL-6  
 
IL-6 je plejotropni citokin sa !irokim spektrom biolo!kih funkcija u imuno regulaciji, 
hematopoezi, inflamaciji i onkogenezi. On indukuje stvaranje Th17 "elija, inhibira T 
regularnu "elijsku diferencijaciju i va#an je faktor u odr#avanju Th17/Treg ravnote#e. 
Disregulacija IL-6 mo#e dovesti do naru!avanja balansa Th17/Treg i potom do nastanka 
inflamatornih i autoimunskih bolesti. Njegova serumska koncentracija je pove"ana u 
autoimunskim bolestima, a ciljana blokada IL-6 je novi pristup njihovom le$enju (132). 
Pacijenti sa sistemskim eritemskim lupusom imaju povi!en nivo IL-6 u serumu koji je u 
nekim studijama u korelaciji sa aktivno!"u bolesti i nivoom anti DNK antitela (226). 
Pacijenti sa sekundarnim AFS u na!oj studiji imaju vi!i nivo IL-6 u odnosu na pacijente 
sa primarnim AFS i u odnosu na kontrolnu grupu, u kojoj su svi ispitanici imali 
nedektabilan nivo IL-6. Kod pacijenata sa sekundarnim AFS postoji pozitivna korelacija 
izme%u IL-17 i TGF& !to uz prisustvo IL-6 mo#e da usmeri diferencijaciju u pravcu Th17 
"elija. 
Polimorfizam rs1800795 (G-174C) se nalazi u promotorskom regionu gena za IL-6 na 7. 
hromozomu (7p21). On uti$e na nivo ovog citokina i to tako !to je genotip G/G povezan 
sa pove"anom produkcijom IL-6 u odnosu na C/C genotip. Prema jednoj studiji, kod 
obolelih od juvenilnog artritisa C alel je udru#en sa sni#enim vrednostima IL-6, a CC 
genotip ima protektivnu ulogu (227). Tako%e postoji podatak da je povi!en nivo IL-6 
povezan sa arterijskim i venskim trombozama ali nije uvek uo$ena udru#enost ovog 
polimorfizma sa rizikom od tromboza, cerebrovaskularnih oboljenja i bolesti koronarnih 
krvnih sudova (228). Udru#enost polimorfizma rs1800795 (G-174C) je opisana kod 
Graves-ove bolesti u turskoj populaciji (229) i u sistemskoj sklerozi u rumunskoj 
populaciji (230). Me%utim, u razli$itim studijama su rezultati kotradiktorni i SNP 
frekvencija upadljivo varira me%u razli$itim geografskim i etni$kim grupama (231). 
Regulacija ekspresije IL-6 je jako kompleksna i zavisi i od drugih polimorfizama u 
promotoru gena, a pored toga na nju uti$u i drugi citokini, te me%usobna interakcija 
njihovih polimorfizama kodetermini!e eventualnu udru#enost sa AFS. Kod belaca je ovaj 
lokus prili$no polimorfan, a kod Azijata i Afrikanaca je gotovo monomorfan (Grafikon 
20.). 
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rs1800795(IL-6)   CC   CG   GG 
Grafikon 19. U!estalost genotipova polimorfizama rs1800795 u genu za IL-6 u 
razli!itim delovima sveta 
(preuzeto:http://www.snpedia,com/index.php/Rs1800795) 
U na"em ispitivanju, kod obolelih iz obe grupe je !e"#i GG genotip u odnosu na 
kontrolnu grupu ali nismo na"li statisti!ku zna!ajnost razlike. Alel G je kod obolelih sa 
primarnim AFS !e"#i u odnosu na kontrolu grupu ali je i tu zna!ajnost bila grani!na 
(p=0.055). 
Postoji zna!ajna korelacija izme$u venske tromboze i GG + GC genotipa polimorfizma 
gena za IL-6 kod primarnog AFS (p=0.03) i arterijske tromboze i GG genotipa kod 
sekundarnog AFS (p=0.012). 
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5.5 ROR!t  i  polimorfizam  u  genu  za  ROR!t 
 
ROR!t je nuklearni receptor iz familije transkripcionih faktora koji ima va"nu ulogu u 
regulaciji razvoja Th17 #elija i ekspresiji gena za IL-17, a kodiran je genom RORC na 
prvom hromozomu (1q21.3). Na tom genu je locirano 694 polimorfizama u razli$itim 
regionima, a polimorfizam rs9826, koji smo ispitivali, lociran je na poziciji 2714 u 
regionu UTR3’ (232). 
Distribucija alela ovog polimorfizma u populaciji stanovni%tva centralne Evrope je za re&i 
alel C 37%, a za alel T 63%. Distribucija genotipova za ovaj polimorfizam u evropskoj 
populaciji je: TT 40%, CT 46% i CC 14%. 
U na%oj studiji u kontrolnoj grupri u$estalost alela T iznosi 69%, a alela C 31%. U grupi 
ispitanika sa primarnim AFS je alel A zastupljen u 64% ispitanika, odnosno 66% u grupi 
sa sekundarnim AFS. Distribucija genotipova je sli$na u sve tri na%e ispitivane grupe, a u 
odnosu na distribuciju genotipova u evropskoj populaciji, u na%oj populaciji, je manje 
zastupljen genotip CC. 
U literaturi nema studija asocijacije polimorfizma rs9826 sa AFS. U metacentri$noj 
studiji je ispitivan, izme&u ostalih i ovaj polimorfizam u asocijaciji sa infarktom 
miokarda i koronarnom bole%#u i utvr&en je mogu#i rizik (233). 
U na%oj studiji je utvr&ena zna$ajna korelacija izme&u gubitka ploda kod "ena i prisustva 
T alela polimorfizma gena za ROR!t kod sekundarnog AFS (p=0.029). 
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5.6 Foxp3  i  polimorfizam  u  genu  za  Foxp3 
 
Otkri!e Foxp3 kao klju"nog faktora transkripcije regulatornih T !elija predstavlja va#an 
doga$aj u razumevanju nastanka i razvoja ovih !elija. Indukcija Foxp3 gena u normalnim 
T !elijama dovodi do njihovog preobra!anja u regulatorne T !elije sa in vitro i in vivo 
dokazanom supresivnom funkcijom. U autoimunskim bolestima postoji nizak nivo Treg 
!elija koje u malom broju ne mogu da za%tite "oveka od njegovih sopstvenih 
odbrambenih mehanizama. 
U nekoliko studija je objavljeno da je broj regulatornih T !elija smanjen kod bolesnika sa 
SLE, RA, Sjogrenovim sindromom i multiplom sklerozom (234-237). Fu i saradnici su na 
#ivotinjskom modelu pokazali da je kod pacova sa AFS sni#en i broj i funkcija 
CD4+CD25+Foxp3+ T reg !elija (238). 
Polimorfizmi su opisani u razli"itim regionima Foxp3 gena, ali kako je promotorski 
region va#an zbog transkripcije i ekspresije gena, polimorfizmi u ovom regionu mogu da 
promene funkciju Foxp3 gena i da dovedu do nastanka autoimunskih bolesti. Postoji pet 
polimorfizama u promotorskom regionu Foxp3 gena: -924A/G (rs2232365), -1383C/T 
(rs2232364), -2382C/T (rs3761549), -3279C/T (rs3761548) i -3499A7G (rs3761547) 
(239). Genotip AA polimorfizma rs3761548 dovodi do neispravne transkripcije Foxp3 i 
do pove!anog rizika za nastanak psorijaze u istra#ivanjima Shen i saradnika (240). Sa 
druge strane, Song i saradnici su objavili da nisu na%li udru#enost ovog polimorfizma sa 
psorijazom u kineskoj populaciji (241). Ovaj polimorfizam je najvi%e ispitivan u 
alergijskom rinitisu i prema studiji Zhang i saradnici, kod #ena homozigota, genotip AA 
ima protektivnu ulogu (242). Ovaj polimorfizam je tako$e povezan sa razvojem Graves-
ove bolesti kod #ena sa SLE sa ni#im titrom anti DNK antitela (243), a udru#en je i sa 
neobja%njivim spontanim poba"ajima u kineskoj populaciji (244). 
Nedavno je kineska grupa autora objavila rezultate svojih istra#ivanja kod pacijenata sa 
vitiligom. Oni su na%li udru#enost polimorfizma rs3761548 sa vitiligom putem 
disregulacije T regulatornih !elija. Rizik je bio ve!i kod pacijenata mu%kog pola, starijih 
od 20 godina, sa pridru#enim nekim drugim autoimunskim bolestima (245). Udru#enost 
ovog polimorfizma postoji i kod akutnog koronarnog sindroma u kineskoj populaciji 
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(246), a u indijskoj populaciji alel A ima za!titnu, a alel C predisponiraju"u ulogu u pre-
eklampsiji (247). 
Kada uporedimo dobijene u#estalosti genotipova sa u#estalostima iz razli#itih studija u 
Evropi i u svetu, mo$emo da konstatujemo da su one prili#no neusagla!ene. Naime, 
u#estalost genotipova polimorfizma rs3761548 je druga#ija u Evropi u odnosu na druge 
populacije u svetu (Grafikon 21.). Genotipovi AA i AC su zastupljeni sa po 25% 
u#estalosti u Evropi, dok je ta u#estalost u drugim populacijama 5-15%. U na!oj studiji u 
kontrolnoj grupi AA genotip je zastupljen sa 44%, a AC sa 24%. U primarnom AFS kod 
$ena je zastupljenost AA genotipa 24%, a AC 46%, a u sekundarnom AA 23%, a AC 
52%. Kod mu!karaca je ta zastupljenost u PAFS za A 31%, a za C 69%, odnosno za A 
33% i za C 67% u SAFS, dok je u kontrolnoj grupi za A 72%, a za C 25%. Mogu"e 
obja!njenje ove inverzije u kontrolnoj grupi je mali broj ispitanika mu!kog pola. 
 
rs3761548 (Foxp3)   AA   AC   CC 
Grafikon 20. U!estalost genotipova polimorfizama rs3761548 u genu za Foxp3 u 
razli!itim delovima sveta 
(preuzeto:http://www.snpedia,com/index.php/Rs3761548) 
 
Postoji zna#ajna korelacija izme%u prisustva trombocitopenije i postojanja C alela (u 
homozigotnoj ili hemizigotnoj formi) polimorfizma gena za Foxp3 kod primarnog AFS 
(p=0.01), kao i kod sekundarnog AFS (p=0.025). Tako%e postoji korelacija izme%u 
prisustva arterijske tromboze i A alella (u homozigotnoj ili hemizigotnoj formi) 
polimorfizma gena za Foxp3 kod primarnog AFS (p=0.03). 
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5.7 Zavr!na diskusija 
 
Prema na!im saznanjima, ovo je prva studija koja je pokazala da su koncentracije IL-17, 
IL-23 i TGF" pove#ane u krvi pacijenata sa primarnim antifosfolipidnim sindromom 
(207). To ukazuje na poja$an Th17 odgovor kod ovih pacijenata. Tako%e smo kod tih 
pacijenata pokazali pozitivnu korelaciju izme%u IL-17 i IL-23, !to je u skladu sa 
poznatom ulogom IL-23 u podsticanju sekrecije IL-17 kod T limfocita (248,249). Sa 
druge strane, nismo prona!li vezu IL-17 i IL-23 sa TGF". Pove#ana koncentracija TGF" 
mo&e biti povezana sa bole!#u na neki drugi na$in, jer TGF", za koga se zna da je mo#ni 
anti inflamatorni molekul, mo&e imati protektivnu ulogu u PAFS. To je u skladu sa 
slo&enom ulogom TGF" u diferencijaciji kako Th17 tako i Treg #elija. U prisustvu visoke 
koncentracije TGF" i IL-2 i odsustvu IL-6, podsti$e se razvoj regulatornih T #elija, a u 
niskim koncentracijama TGF" i uz sinergisti$ko dejstvo IL-6 diferencijacija se odvija u 
pravcu Th17 #elija (154,130). Iako je u vi!e studija potvr%en povi!en nivo IL-6 (250,251) 
u AFS, u na!im rezultatima to pove#anje nije bilo statisti$ki zna$ajno, te i dalje ostaje da 
se istra&i da li TGF" u PAFS podr&ava Th17 ili Treg #elijsku diferencijaciju. U zavisnosti 
od koncentracije, TGF" mo&e da odr&ava ravnote&u izme%u Th17 i Treg, a kao posledica 
tog balansa, bolest #e biti u remisiji ili recidivu. On kao regulatorni prekida$ u 
kombinaciji sa drugim citokinima programira diferencijaciju CD4+ #elija u razli$itim 
pravcima. Ipak, ova studija ukazuje da pove#an nivo IL-17 kod obolelih sa primarnim 
AFS pre mo&e biti zbog pove#ane regulacije sa IL-23 nego zbog TGF". 
U grupi sa sekundarnim AFS, zna$ajno ve#i broj na!ih ispitanika je imao pove#anu 
koncentraciju IL-17 i IL-6 u odnosu na kontrolnu grupu i pozitivnu korelaciju izme%u IL-
17 i IL-23 i izme%u IL-17 i TGF". Kod ovih bolesnika su i IL-23 i TGF" zajedno sa IL-6 
uklju$eni u iniciranje i/ili odr&avanje Th17 odgovora. Nejasan je mehanizam kojim TGF" 
udru&en sa IL-6 generi!e inflamatorne, a ne imunosupresivne T #elije. IL-6 inhibira 
aktivnost Foxp3 i time zajedni sa TGF" igra osovinsku ulogu u odr&avanju ravnote&e 
izme%u Th17 i Treg #elija. Mogu# odgovor le&i u $injenici da sam TGF" u ve#oj 
koncentraciji podsti$e diferencijaciju regulatornih T #elija koje imaju sposobnost da 
suprimiraju imuni odgovor i odr&avaju ravnote&u. Pored toga, u nekoliko skora!njih 
studija se podr&ava protektivno delovanje TGF" kod pacijenata sa SLE (252,253), od 
kojih je polovina dijagnostikovana sa sekundarnim AFS. Tako%e je u nekoliko skora!njih 
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izve!taja pokazano da je u krvi bolesnika sa SLE pove"ana koncentracija IL-17 i da su 
intenzitet i aktivnost bolesti povezani sa ja#inom Th17 odgovora (254,255). Ovi efekti 
izgleda da su barem delom vezani za sposobnost IL-17 da promovi!e opstanak i 
proliferaciju B "elija, kao i njihovu diferencijaciju u plazmocite (256). Mi u ovom 
istra$ivanju nismo na!li dokaze da postoji veza izme%u pove"ane koncentracije IL-17 i 
pove"ane proizvodnje antifosfolipidnih antitela. Iako je prisustvo antifosfolipidnih 
antitela jedan od kriterijuma AFS, mogu"e je da pove"ana koncentracija IL-17 doprinosi 
klini#koj manifestaciju bolesti kao dodatni faktor, okida# ili “second hit” za nastanak 
tromboze. I zaista, na!i rezultati su pokazali tendenciju ka ve"im koncentracijama IL-17 
kod pacijenata sa venskim trombozama kod sekundarnog AFS. 
Zanimljivo je da su pacijenati sa primarnim AFS i trombocitopenijom imali znatno ve"u 
produkciju IL-17. Iako mehanizam koji dovodi do smanjenja broja trombocita u AFS jo! 
nije definisan, izgleda da pacijenti sa te!kim trombocitopenijama imaju manje 
tromboti#ne epizode (257), !to navodi na intrigantna razmi!ljanja da IL-17 doprinosi i 
pokretanju i za!titi od tromboembolijskih komplikacija u AFS. Ta#na uloga IL-17 u 
trombozi i trombocitopeniji u AFS tek treba da se utvrdi. 
Da bi istra$ili mogu"e razloge pove"ane proizvodnje IL-17 u AFS, analizirali smo dva 
naj#e!"a polimorfizma: rs2275913 koji se nalazi u promotorskom regionu IL-17A gena 
irs763780 u IL17F genu. Me%utim, pove"ana proizvodnja IL-17 nije bila u korelaciji sa 
nijednim alelom ispitivanih polimorfizama. Espinoza i saradnici su pokazali da je alel 
197A udru$en sa visokim rizikom od odbacivanja kalema protiv doma"ina, odnosno da u 
in vitro uslovima stimulisane T "elije zdravih donora koji poseduju 197A alel proizvode 
znatno vi!e IL-17 u odnosu na one koji nemaju ovaj alel (258). Iako na!om studijom nije 
utvr%ena zna#ajna povezanost ispitivanih polimorfizama IL-17A i IL-17F gena sa 
nastankom AFS, alelska frekenca u svim grupama na!ih ispitanika je bila sli#na sa ranije 
objavljenim rezultatima kod Norve$ana (259). Postoji disekvilibrijum izme%u ova dva 
polimorfizma ali nema zna#ajne asocijacije haplotipova sa AFS, te tu povezanost 
haplotipova tek treba ispitati. 
Nismo na!li ni povezanost koncentracija drugih citokina sa u#estalo!"u pojedinih 
genotipova i alela njihovih polimorfizama, te smo mi!ljenja da ispitivani polimorfizmi ne 
mogu uticati na rizik obolevanja od AFS. U literaturi nema studija asocijacija ipitivanih 
polimorfizama u genima IL-17A, IL-17F, IL-23, TGF& i IL-6 sa antifosfolipidnim 
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sindromom ali postoje podaci i potvrde o asocijacijama sa drugim autoimunskim 
bolestima, !to je uticalo na na! izbor polimorfizama. U literaturi tako"e postoji puno 
podataka o odsustvu asocijacije polimorfizama sa autoimunskim bolestima, tako da na!a 
studija nije izuzetak. 
Ne postojanje korelacije izme"u proizvodnje citokina i polimorfizama u njihovim genima 
u na!oj studiji mo#e biti zbog $injenice da ove citokine mogu lu$iti razli$ite %elije, a ne 
samo T %elije, kao i $injenica da drugi polimorfizmi, kao i drugi faktori mogu da uti$u na 
ekspresiju gena za IL-17, IL-23, TGF& i IL-6. Iako precizan uticaj ovih polimorfizama na 
ekspresiju njihovih gena zahteva nova, dodatna istra#ivanja, na!i rezultati ukazuju na to 
da je malo verovatno da su ovi SNP uklju$eni u patogenezu AFS. 
Na!a studija je pokazala da je kod ispitanika sa primarnim AFS zna$ajno $e!%i C alel kod 
polimorfizma rs1800471 u TGF& genu i G alel kod polimorfizma rs1800795 u IL-6 genu 
ali kako ovi polimorfizmi ne uti$u na nivo TGF& i IL-6, prirodu utvr"ene asocijacije tek 
treba ispitati. 
Ispitivali smo i utvrdili povezanost odre"enih genotipova i alela sa pojavom klini$kih 
simptoma AFS. Postoji zna$ajna korelacija izme"u prisustva trombocitopenije i 
postojanja C alela, u homozigotnoj ili hemizigotnoj formi, polimorfizma gena za Foxp3 
kod primarnog kao i kod sekundarnog AFS. Arterijska tromboza je kod primarnog AFS 
povezana sa TT genotipom polimorfizma gena IL-17F i sa alelom A polimorfizma gena 
za Foxp3, a sa GG genotipom polimorfizama gena IL-23 i IL-6 u sekundarnom AFS. 
Venska tromboza je u korelaciji sa GG+GC genotipom polimorfizma gena za IL-6 kod 
primarnog AFS. Samo kod polimorfizma za ROR't je T alel bio povezan sa gubitkom 
ploda i to kod sekundarnog AFS. 
Asocijacije ispitivanih polimorfizama su vezane za vaskularne manifestacije 
antifosfolipidnog sindroma, bilo da su to arterijske ili venske tromboze ili 
trombocitopenija kao jedini klini$ki simptom $ija je pojava povezana sa pove%anom 
produkcijom IL-17 u primarnom AFS. 
Imaju%i u vidu sve napred navedeno i da razli$iti genotipovi inter-reaguju izme"u sebe i 
sa mnogim faktorima spolja!nje sredine i doma%ina, neophodna su dodatna funkcionalna 
i genetska istra#ivanja da bi se pravilno procenio doprinos pojedinih genotipova na 
sklonost ka nastanku antifosfolipidnog sindroma. Istra#ivanja ve%eg broja SNP u ovim 
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genima bi dala bolji uvid i vi!e podataka o njihovoj mogu"oj povezanosti sa rizikom od 
oboljevanja. Iako na!i rezultati ukazuju na povezanost pove"ane sekrecije IL-17 i 
tromboze u antifosfolipidnim sindromu, dalja istra#ivanja treba da istra#e ume!anost 
Th17 "elija u vaskularne i druge klini$ke manifestacije ovog autoimunskog poreme"aja. 
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Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, doneti su slede!i zaklju"ci: 
1a Po prvi put je pokazano da su koncentracije IL-17, IL-23 i TGF# pove!ane 
u krvi pacijenata sa primarnim antifosfolipidnim sindromom, $to ukazuje na 
poja"an Th17 odgovor kod ovih pacijenata. 
 
1b Postoji zna"ajna pozitivna korelacija izme%u nivoa IL-17 i IL-23 u 
primarnom AFS i izme%u nivoa IL-17 i IL-23 odnosno IL-17 i TGF# u 
sekundarnom AFS, pa se mo&e smatrati da pove!an nivo IL-17 kod PAFS mo&e 
biti posledica njegove direktne regulacije sa IL-23, a kod SAFS mogu biti i IL-23 
i TGF# uklju"eni u Th17 odgovor. 
 
1c Ne postoji zna"ajna korelacija izme%u koncentracije interleukina IL-17, 
IL-23 i TGF# i prisustva, odnosno, odsustva antitela aCL i #2GP I IgG i IgM 
klase, LA i ANA kod obolelih od AFS. 
 
1d Uo"eno je da oboleli sa primarnim AFS i povi$enom koncentracijom IL-
17 zna"ajno "e$!e imaju trombocitopeniju, $to ukazuje da pove!ana aktivnost IL-
17 mo&e biti povezana sa vaskularnim manifestacijama u primarnom AFS. 
 
2 Utvr%ena je u"estalost genotipova i alela ispitivanih polimorfizama gena 
za IL-17, IL-23, TGF#, IL-6, ROR't i Foxp3 i nije bilo zna"ajne razlike me%u 
ispitivanim grupama, a njiova distribucija nije zna"anjno odstuipala od njihove 
raspodele u centralnoj Evropi  
 
3a Nismo na$li povezanost koncentracija IL-17, IL-23, TGF# i IL-6 sa 
u"estalo$!u pojedinih genotipova i alela ispitivanih polimorfizama. 
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3b Analiza polimorfizama rs1800471 gena za TGF! i rs1800795 i gena za IL-
6 je pokazala statisti"ki zna"ajno ve#u u"estalost C alela rs1800471 i G alela 
rs1800795, ali kako ovi polimorfizmi ne uti"u na nivo TGF!, odnosno IL-6, 
prirodu utvr$ene asocijacije tek treba ispitati. 
 
4a Utvr$ena je povezanost izme$u pojave arterijskih tromboza i TT genotipa 
na lokusu rs763780 gena za IL-17F i A alela na lokusu rs3761548 gena za Foxp3 
kod primarnog AFS. 
 
4b Postoji povezanost izme$u pojave venskih tromboza i prisustva G alela na 
lokusu rs1800795 gena za IL-6 kod primarnog AFS. 
 
4c Utvr$ena je povezanost izme$u gubitka ploda kod %ena i prisustva T alela 
polimorfizma gena za ROR&t kod sekundarnog AFS. 
 
4d Postoji povezanost izme$u pojave arterijskih tromboza i GG genotipa na 
lokusu rs11209026 gena za IL-23 i GG genotipa na lokusu rs1800795 gena za IL-
6 kod sekundarnog AFS. 
 
4e Utvr$ena je povezanost izme$u prisustva trombocitopenije i C alela na 
lokusu rs3761548 gena za Foxp3 i kod primarnog i kod sekundarnog AFS 
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aFL - antifosfolipidna antitela (antiphospholipid antibodies) 
AFS - antifosfolipidni sindrom (antiphospholipid syndrome) 
AhR - aril monovalentni aromati!ni radikal ugljovodonika receptor (aryle hydrocarboné 
receptor) 
aKL - antikardiolipinska antitela (anticardiolipn antibodies) 
Akt3/PKB/PI3K - serin/treonin kinaza/protein kinaza B/ fosfoinozitol3 kinaza 
(akt/protein kinase B/phosphoinositide3 kinase) 
ANA - antinuklearna antitela (antinuclear antibodies) 
AP-1 - transkripcioni faktor (activator protein 1) 
ATRA - tretinoin (all-trans retinoic acid)  
!2GP-I - anti "2 glikoprotein I antitela (anti " 2 glikoprotein I antibodies) 
BCL-2 - protoonkogen ( B cell leukemia 2) 
BCL-6 -  protoonkogen (lymphoma 6 protein) 
BSF-2 - B #elijski stimuli$u#i faktor (B cell stimulating factor) 
Caspase 3 - kaspaza 3 (cystein-aspartic-acid-protease) 
CCR6 - hemokinski receptora tip 6 (chemokine C-C motif receptor 6) 
CDF - citotoksi!ni T faktor diferencijacije (cytotoxic T cell differentation factor) 
CI - interval pouzdanosti (confidence interval) 
CLC - kardiotrofinu sli!an citokin (cardiotrophin like cytokine) 
CNP - polimorfizam broja kopija (copy number polymorphism) 
CNS2 - konzervirana nekodiraju#a sekvenca 2 (conserved noncoding sequence 2) 
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CNTF - cilijarni neutrofilni faktor (ciliary neutrophic factor) 
CT-1 - kardiotrofin1 (cardiotrophin 1) 
CTLA8 - citotoksi!ni T limfocitni asocirani antigen 8 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen 
8) 
CTLA4 - citotoksi!ni T limfocitni antigen 4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) 
CXCR5 - hemokinski receptor tip5 (chemokine receptor 5) 
DAXX - protein kodiran DAXX genom (death associated protein 6) 
DNK - dezoksi-ribonukleinska kiselina (deoxyribonucleic acid) 
EAE - eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis (experimental autoimmune 
encephalomyelitis) 
ECL - elektro-hemi-luminiscencija (electro chemi luminescencia) 
ELISA - enzim vezuju"i imunosorbent test (enzyme linked immunosorbent assay) 
ELK1 - transkripcioni faktor E (E twenty six like transcription factor) 
Foxp3 - transkripcioni faktor T regulatornih "elija (forkhead box protein 3) 
GATA3 - transkripcionih faktora Th2 "elija, ima sposobnost da se ve#e za DNK 
sekvencu „GATA“ 
GHK - glavni histokompatibilni kompleks 
GITR - glikokortikoid indukovan faktor nekroze tumora receptor (glucocorticoid induced 
tumor necrosis factor receptor) 
HPGF/HGF - hibridoma/plazmocitni faktor rasta (hybridoma/plasmocytoma growth 
factor) 
HSF - hepatocitni stimuli$u"i faktor (hepatocyte stimulating factor) 
ICOS - inducibilni T "elijski kostimulator (inducible T cell costimulator) 
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I/D - inserciono-delecioni polimorfizam (insertion/deletion polymorphism) 
IBD - inflamatorna bolest creva (inflammatory bowel disease) 
IFN! - interferon gama (interferon gamma) 
IIF - indirektna imuno fluorescenca (indirect immunofluorescence) 
IL - interleukin (interleukin) 
IL-HP1 - interleukin hemoprotein 1 (interleukin chemoprotein 1) 
IL-R - interleikin receptor (interleukin receptor) 
INF1 - hipoksija-inducibilni faktor 1 (hypoxia inducible factor 1) 
INF"2 - interferon beta 2 (interferon beta 2) 
INR - internacinalni normalizovan odnos (international normalized ratio) 
IPEX - imunodisregulativna poliendokrinopatija vezana za X hromozom 
(immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome) 
IRF4 - regulatorni faktor interleukina 4 (interleukin regulatory factor 4) 
iTreg - indukovane T regulatorne !elije (induced T regulatory cells) 
JAK - Janus kinaza (Janus kinase) 
JIA - juvenilni idiopatski artritis (juvenile idiopathic arthritis) 
JNK - c-Jun-N-terminalna kinaza (c-JUN-N terminal kinase) 
KSHV - Kapo"i sarkom asocirani herpesvirus (Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus) 
LA - lupus antikoagulant (lupus anticoagulant) 
LIF - inhibicioni faktor leukemije (leukemia inhibitory factor) 
MAP - mitogenom aktivirana protein kinaza (mitogen activated protein kinase) 
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MCP1 -  monocitni hemotakti!ni protein 1 (monocyte chemoattractant protein 1) 
MGI-2 - monocitno/granulocitni induktor tip2 (monocyte/granulocyte inducer type2) 
MS - multipla skleroza (multiple sclerosis) 
MTHFR - metilen-tetra-hidro-folat reduktaza 
NFAT - nuklearni faktor T aktivisanih "elija (nuclear factor of activated T cells) 
NF-IL-6 - transkripcioni faktor (nuclear factor of IL-6 gene) 
NF-kB - nukleusni faktor kapa B (nuclear factor kappa B) 
NKT - prirodne T "elije ubice (natural killer T cells) 
Nrp1 - neuropilin 1 koreceptor tirozin kinaze receptora (neuropilin 1) 
nTreg - prirodne T regulatorne "elije (natural T regulatory cells) 
OR - odnos #ansi (odds ratio) 
OSM - onkostatin M (oncostatin M) 
PAFS - primarni antifosfolipidni sindrom (primary antiphospholipid syndrome) 
PCR - polimeraza lan!ana reakcija (polymerase chain reaction) 
PCR-SSCP - pojedina!ni lan!ani konformacioni polimorfizam (single strand    
conformational polymorphism) 
PGE2 -  prostaglandin E 2 (prostaglandin E 2) 
RA - reumatoidni arteritis (rheumatoid arthritis) 
RANK-L - ligand za receptor aktivacije NF-kB (receptor activator of NF-kB ligand) 
Ras - ras protein (rat sarcoma protein) 
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RFLP - polimorfizam du!ine restrikcionih fragmenata (restriction fragment lenght 
polymorphism) 
ROR - orphan receptor retinoi"ne kiseline, transkripcioni faktor Th17 #elija (retinoid-
related orphan receptor) 
Q-PCR - PCR u realnom vremenu (real time PCR) 
RUNX1 - runx 1 vezuju#i transkriptivni faktor (runx-related transcription factor 1) 
RXR - retinoid X receptor (retinoid X receptor) 
S1P1 - receptor za tip 1 sfingozin1 fosfat (sphingosine-1-phosphate1 receptor) 
SAFS - sekundarni antifosfolipidni sindrom (secondary antiphospholipid syndrome) 
SEL - sistemski lupus eritematodus (systemic lupus erythematosus) 
SMAD - transkripcioni faktor (Sma and Mad related family) 
SNP - polimorfizam pojedina"nih nukleotida (single nucleotide polymorphism) 
SOCS - supresor citokinskog prenosa signala (suppressor of cytokine signaling) 
SRF - transkripcioni faktor (serum response factor) 
SSA/Ro - ekstraktibilni nuklearni antigen (Sjogren syndrome type A antigen) 
SSB/La - ekstraktibilni nuklearni antigen (Sjogren syndrome type B antigen) 
STAT - signalni transduktor i aktivator transkripcije (signal transducer and activator of 
transcription) 
Tbet - transkripcioni faktor Th1 #elija (T box expressed in Th1 cells) 
TCR - T #elijski receptor (T cell receptor) 
Tfh - T folikularne pomo#ni"ke #elije (folicular T helper cells) 
TGF! - faktor transformacije rasta $ (transforming growth factor $) 
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Th1 - T pomo!ni"ke !elije podskup1 (T helper cells subset1) 
Th17 - T pomo!ni"ke !elije podskup17 (T helper cells subset 17) 
Th2 - T pomo!ni"ke !elije podskup2 (T helper cells subset2) 
Th3 - T pomo!ni"ke !elije tipa3 (T helper cells subset3) 
Th9 - T pomo!ni"ke !elije tipa9 (T helper cells subset 9) 
TNF! - faktor nekroze tumora # (tumor necrosis factor #) 
Tr1 - T regulatorne !elije tip1 (type 1 regulatory T cells) 
Treg - regulatorne T !elija (regulatory T cell) 
VNTR - polimorfizam broja uzastopnih ponovaka (various number of tandem repeats) 
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